die Kohlenstoffatome der Kette, bei welchen sich ein stereoelek-
tronischer Beitrag wegen des erhdhten Doppelbindungscharak-
ters in einer Winkelaufweitung des sp>-Tetraederwinkels nieder-
schlagen sollte, alternierende Bindungswinkel, wobei die
0-C-O-Winkel jener Kohlenstoffatome, die zwischen zwei ver-
kiirzten Bindungen liegen, nahezu praktisch den Winkeln an
den Sauerstoffatomen entsprechen (Durchschnittswert 114.7°),
wihrend die anderen mit einem Durchschnittswert von 111.3°
dem Wert eines sp>-Bindungswinkels niherkommen.

Die Torsionswinkel (Tabelle 2) in der Kettenmitte zeigen die
durch die stereoelektronischen Effekte bewirkte Abweichung

Tabelle 2. Berechnete Torsionswinke! in der Kette von 5 in Grad (jeweils zweite
Molekiilhdifte weggelassen).

Molekiil A Molekil B
C6-C1-C7-01 152.9(0.3) 04-C17-C11-C16 100.4(0.4)
C1-C7-01-C8 —70.2(0.3) C18-04-C17-C11 —165.9(0.3)
C7-01-C8-02 —68.4(0.3) 05-C18-04-C17 —67.1(0.4)
01-C8-02-C9 —66.5(0.3) C19-05-C18-04 —68.5(0.3)
C8-02-C9-03 —65.7(0.3) 06-C19-05-C18 —64.9(0.3)
02-C9-03-C10 —65.2(0.3) C20-06-C19-05 —62.1(0.4)
C9-03-C10-0% —68.1(0.3) 06-C20-06-C19 —66.4(0.3)

von der ideal gestaffelten gauche-Anordnung, welche in Poly-
(oxymethylen) die leichte zusiitzliche Verdrillung der Helix
(Abb. 4) bewirkt.

Abb. 4. Vergleich der beiden Sekundirhelices von Molekiil A und B. Die einheitli-
cheren Torsionswinkel in Molekiil A haben die Ausbildung einer gleichméBigeren
Sekundéirhelix zur Folge.

Auch fiir diesen im Zusammenhang mit dem exo-anomeren
Effekt als @ bezeichneten Torsionswinkel 148t sich mit 66.3° ein
Richtwert definieren (vgl. dazu den aus der Rontgenstruktur-
analyse eines Glycolnitrilacetals!®! ermittelten Torsionswinkel
von 72.6°).

Die Struktur von Oligo- und Poly(oxymethylen)-Helices so-
wie die asymmetrische Induktion bei deren Bildung werden von
uns mormentan untersucht.

Eingegangen am 6. Dezember 1993  [Z 6540]
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Keronopsine A und B, Abwehrstoffe des marinen
Ciliaten Pseudokeronopsis rubra (Protozoa) —
Nachweis durch Ex-vivo-HPLC**

Gerhard Hofle*, Silke Pohlan, Gotram Uhlig,
Karin Kabbe und Dorothee Schumacher

Der in den flachen Bereichen der Weltmeere lebende Ciliat
(Wimpertierchen) Pseudokeronopsis rubra fallt durch seine tief-
rote Farbe sowie die abschreckende Wirkung auf FreBfeinde
und Nahrungskonkurrenten auf!- 2%, Die orangefarbenen wig-
rigen Extrakte aus diesen Organismen sind nicht nur antibio-
tisch, sondern auch auf andere, sehr unterschiedliche Weise bio-
logisch wirksam[®>: So werden durch die Extrakte andere
Ciliaten und Flagellaten gelihmt oder gar getétet(?d), die Fur-
chungsteilungen der Eier des Seeigels werden gehemmt und die
larvale Morphogenese empfindlich gestort!?e!. Bei Euplotes
(Ciliat) konnte eine Hemmung des einwarts gerichteten Cal-
ciumtransportes durch die Zellmembran nachgewiesen wer-
den'3!. Bemerkenswert ist auch, daf} eine Albino-Mutante von
P. rubra das gelbe Pigment aus den Extrakten aufnimmt und
sich dann wieder arttypisch negativ phototaktisch verhlt!®2l.
Versuche, die fiir diese Effekte verantwortlichen Toxine, die ver-
mutlich auch als Photorezeptoren dienen, in reiner Form zu
isolieren, waren bisher nicht erfolgreich.

Wir fanden durch HPLC-Analyse, daBl wéBrige und wiBrig-
methanolische Extrakte je nach Vorgeschichte eine sehr unter-
schiedliche Zusammensetzung und Stabilitit anfweisen. Meist

[*] Prof. Dr. G. Héfle, S. Pohlan

Gesellschaft fiir Biotechnologische Forschung mbH
Mascheroder Weg 1, D-38124 Braunschweig
Telefax: Int. + 531/6181-515
Dr. G. Uhlig, K. Kabbe, D. Schumacher
Biologische Anstalt Helgoland, Meeresstation

[**] Diese Arbeit wurde vom Fonds der Chemischen Industrie geférdert. Wir dan-
ken Herrn Dr. H.-M. Schicbel (Braunschweig) und Herrn Dr. K. D. Kloppel
fur die Aufnahme und die Diskussion der Massenspektren sowie Herrn Dr. V.
Wray fir die Messung der NMR-Spektren.
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liegen vier Hauptkomponenten in etwa gleich groBen Mengen
vor, die wir mit Keronopsin A,, A, (4,,, = 440 nm), B, und B,
(Amax = 420 nm) (Abb. 1) bezeichnen. Wihrend methanolische
Extrakte lyophilisierter Zellen stabil sind, nimmt in wéBrigen
Extrakten frischer Zellen der Gehalt von A, und A, zugunsten
des von B, und B, rasch ab (/2 ca. 10—20 min). Eine Pseudo-
keronopsin A genannte Nebenkomponente mit einem deut-
lich kurzwelliger absorbierenden Chromophor war dagegen
stabil 41,

10

—_—

t {min]

Abb. 1. Analytische HPLC von Pseudokeronopsis-rubra-Inhaltsstoffen mit den Ke-
ronopsinen A, , A;, B, und B, sowie Pseudokeronopsin A(*): a) 300 lebcnde Orga-
nismen in 20 uL. Wasser, b) Methanolextrakt aus lyophilisierten Zellen (Nucleosil
RP-18, 7um, 4x25cm, Methanol/0.05M Ammoniumacetatpuffer = 68/32,
pH = 8.2, 1.2 mLmin !, Diodenarraydetektion bei 210550 nm).

Um die in lebenden Organismen vorliegende Zusammenset-
zung moglichst unverindert zu erfassen, haben wir eine be-
stimmte Anzahl Organismen aus einer Kultur direkt auf die
HPLC-Siule gebracht (,,Ex-vivo-HPLC*). Dabei zerfallen die
sehr fragilen Zellen beim Kontakt mit dem Laufmittel, die In-
haltstoffe werden augenblicklich freigesetzt und getrennt. Be-
reits mit zehn Organismen (entsprechend ca. 1 pug Frischge-
wicht) wird ein brauchbares Chromatogramm erhalten; mit
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100-300 Organismen konnen selbst Spurenkomponenten er-
fafit werden, ohne daB die Peakbreiten und Retentionszeiten
nennenswert beeinflufit werden. Die lebenden Zellen enthalten
neben Pseudokeronopsin A nahezu ausschlieBlich die Keronop-
sine A, und A, (Abb. 1a). Die geringen (und wechseinden) Men-
gen an B, und B, stammen offenbar von mechanisch beschidig-
ten Zellen.

Zur Isolierung wurden methanolische Zellextrakte zunachst
an Sephadex mit Methanol grob fraktioniert und dann an RP-
18-Kieselgel mit dem bei der analytischen HPLC verwendeten
Laufmittel chromatographiert. Nach der Gefriertrocknung der
wiBrig-methanolischen Fraktionen wurden die Keronopsi-
ne A, (1a) und B, (1c¢) als ziegelrote sowie A, (1b) und B, (1d)

Keronopsin A, (1a), R' = SO,Na, R?=H
Keronopsin A, (1b), R' = SO,Na, R?=Br
Keroriopsin B, (1¢), R' = H, R®=H
Keronopsin B, (1d), R' =H, R?=8r

als braunrote amorphe Pulver erhalten (Tabelle 1). Wie beim
Rohextrakt waren auch hier die Komponenten A, und A, insta-
bil. Durch Spuren von Sdure werden sie in B, bzw. B, umgewan-
delt; daritber hinaus kann A, im trockenen Zustand spontan zu
einem schwarzen Feststoff polymerisieren. Beide Reaktionen
werden durch den Zusatz einer geringen Menge Natriumhydro-
gencarbonat vor der Aufarbeitung sicher unterbunden.

Tabelle 1. Ausgewdhlte physikalische Daten von 1a—-1d.

1a: R, = 0.57 (Kieselgel, Ethylacetat/Methanol/Wasser =16/3/2); IR (KBr): ¥ =
1685 (st), 1630 (st), 1575 (sst), 1534 (sst), 1278 (st), 1259 (st)ycm™*; UV/VIS
(CH,0H): A, = 221, 267, 325, 339, 439 nm; Negativ-Ionen-FAB-MS (Matrix:
3-Nitrobenzylalkohol (3-NBA)): m/z (%): 454 (32), 452 (29) [M — Na*], 199 (95),
168 (100).

1b: R, =0.57 (Kieselgel, Ethylaceatat/Methanol/Wasser =16/3/2); IR (KBr):
= 1684 (st), 1635 (st), 1575 (sst), 1538 (sst), 1276 (st), 1261 (st} cm~1; UV/VIS
(CH,OH): 2., =222, 269, 326, 434 nm; Negativ-lonen-FAB-MS (Matrix: 3-
NBA): mjz (%): 534 (9), 532 (17), 530 (9) [M — Na'], 223 (100).

1c: schwarze Kristalle, Schmp. 135-139°C (Aceton); R, = 0.60 (Kieselgel, Di-
chlormethan/Aceton/Methanol = 15/4/1); IR (KBr): ¥ =1670 (st), 1648 (st}, 1575
(m), 1544 (sstyem™*; UV/VIS (CH,0H): A, (logs) =229 (4.16), 266 (4.27),
321 sh (4.03), 340 sh (4.16), 399 sh {4.71), 421 (4.84), 441 sh (4.80) nm; Negativ-Jo-
nen-DCI-MS (NH,): m/z (%): 375 (100), 373 (99) [M "1, 295 (12), 293 (6), 81 (36),
79 (32); EI-MS (70 eV) mjz (%): 375 (22), 373 (22) [M *], 82 (99), 80 {100); ‘H-
NMR ([D,JDMS0): 6 =1.84 (s, 20-H), 6.04 (s, 5-H), 6.09 (dd, 17-H), 6.12{d, 7-H),
6.33(dd, 11-H), 6.36 (dd, 9-H), 6.42(d, 14-H), 6.49 (dd, 12-H), 6.55 (dd, 10-H), 6.73
(dd, 13-H), 6.78 (dd, 18-H), 6.94 (dd, 8-H), 11.20 (sbr, OH), 11.37 (s, NH); J-Werte
[Hz): J(7,8) =15.0, J(8,9) =11.5, J(9.10) =14.6, J(10,11) =11.5, J(11,12) =14.5,
J(12,13) =11.0, J(13,14) =15.5, J(17,18) = 2.5, J(17,19) = 2.5, J(18,19) = 2.5;
'3C-NMR (CDCL/[D,JDMS0): 6 = 8.7 (C-20), 98.2 (C-3), 98.3 (C-16), 102.1 (C-
5),111.4(C-17), 120.7 (C-18), 121.3 (C-14), 122.1 (C-7), 124.9(C-13), 127.7(C-15),
130.6 (C-9),131.0(C-11),133.3(C-8), 135.9(C-12), 137.3 (C-10), 155.4 (C-6), 164.6
(C-2), 166.5 (C-4).

1d: R, = 0.62 (Kieselgel, Dichlormethan/Aceton/Methanol =15/4/1); IR (KBr):
¥ =1650 (sst), 1575 (sh), 1544 (sst) em™?; UV/VIS (CH,0H): 4., (loge) = 229
(4.20), 397 sh (4.70), 419 (4.84), 4.39 sh (4.79) nom; FD-MS: m/z (%): 456 (54), 454
(100), 452 [M + H™].

Nach den 'H- und !3C-NMR-Spektren handelt es sich bei den
Keronopsinen um nahe verwandte hochungesittigte Verbindun-
gen mit einem 1,8-disubstituierten Octatetraenbaustein. Nach
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dem Isotopenmuster des M *-Signals m/z: 375/373) im EI-
Massenspektrum enthélt Keronospin B, (1¢) ein Bromatom,
und mit der Elementaranalyse ergibt sich die Summenformel
C,gH,(BrNO,. Durch Analyse der 1D- und 2D-NMR-Spek-
tren wurden ein Singulett bei § =1.84 einer Methylgruppe und
zwel Signale bei § =11.20 und 11.37 austauschbaren Protonen
sowie weitere Signale sechs quartdren und elf Methin-C-Ato-
men im sp?-Bereich zugeordnet. Nach Verschiebungen und
Kopplungen sind 17-H, 18-H und 19-H die Protonen eines Pyr-
rolrings, der in Ubereinstimmung mit den chemischen Verschie-
bungen im '3C-Spektrum und dem COLOC-Spektrum (CO-
LOC = Correlation via Long range Couplings) in 2- und
3-Stellung den Octatetraenyl- bzw. den Bromsubstituenten
trigt. Dieses Substitutionsmuster folgt auch aus den starken
NOEs (NOE = Nuclear Overhauser Enhancement Effekt) zwi-
schen 19-H und 13-H/18-H sowie zwischen 17-H und 18-H. Das
verbleibende Fragment C,H, O, ist ein 4-Hydroxy-2-pyron, das
itber C-6 mit dem Octatetraenylrest verkniipft ist und in 3-Stel-
lung eine Methylgruppe trigt. Das COLOC-Spektrum und ein
starker NOE zwischen 5-H und 7-H bestétigen dies. Demnach
hat Keronopsin B, die Struktur 1¢ und liegt in der gezeigten
Vorzugskonformation vor.

Keronopsin B, (1d) enthélt nach dem Isotopenmuster des
M *-Signals im FD-Massenspektrum (m/z: 456/454/452) ein
zweites Bromatom. Dieses ist an C-17 gebunden, da bis auf das
Fehlen von 17-H die 'H- und '*C-NMR-Spektren der beiden
Verbindungen nahezu identisch sind. Ahnliches gilt fiir die Ke-
ronopsine A, (1a) und A, (1b) dic ebenfalls ein bzw. zwei Brom-
substituenten an C-16 und C-17 des Pyrrolringes tragen. A, und
A, unterscheiden sich von B, und B, jeweils nur im Pyronring:
Es fehlt das Signal der 4-Hydroxygruppe, das Signal des 5-H ist
um 0.6 ppm und das des C-3 um 5 ppm tieffeld-, die Signale fir
C-2 und C-4 sind um 4-6 ppm hochfeldverschoben, was auf
einen 4-Acyloxysubstituenten schlieBen ld3t. Nach Elementar-
anaylse und Negativ-Ionen-FAB-MS handelt es sich bei den
Keronopsinen A, und A, um die Natriumsalze der Sulfate 1a
und 1b, womit ihre gute Wasserloslichkeit und die saure Hydro-
lyse zu 1¢ bzw. 1d, die durch das dabei freigesetzte Natriumhy-
drogensulfat zusdtzlich beschleunigt wird, erkldart werden kann.
In organischen Losungsmitteln und beim Gefriertrocknen indu-
zieren geringe Mengen an Natriumhydrogensulfat auch die Po-
lymerisation, von der besonders 1a und 1e¢ mit freier - und
B-Position im Pyrrolrest betroffen sind.

Anders als bei den Reinsubstanzen 146t sich die Hydrolyse
von 1a und 1bim Rohextrakt nicht durch den Zusatz von Na-
triumhydrogencarbonat, sondern durch eine hohe Konzentra-
tion an Methanol oder durch kurzes Aufkochen verhindern.
Der Organismus besitzt offenbar eine thermolabile Sulfatase,
die erst beim Zerstoren der Zellen mit den Keronopsinen A in
Kontakt kommt und sie in die toxischeren!®! Verbindungen B
spaltet. Moglicherweise 14uft diese Reaktion auch nach Aufnah-
me in die zelluldre Nahrungsvakuole oder im Magen der Fre§3-
feinde ab, ldhmt oder totet sie und reduziert so die Zahl der
Opfer zugunsten der gesamten Population.

Eingegangen am 8. Februar 1994 [Z 6679]
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Neuartige makrocyclische Fliissigkristalle **

Peter R. Ashton, Detlev Joachimi, Neil Spencer,
J. Fraser Stoddart*, Carsten Tschierske,
Andrew J. P. White, David J. Williams und
Kerstin Zab

Seit Pedersens Entdeckung der Kronenether im Jahre 19671
hat die erstaunliche Fihigkeit dieser Verbindungen zur Kom-
plexierung einer Vielfalt von Spezies, z.B. der Alkali- und Erdal-
kalimetall-Tonen, Ammonium- und Alkylammonium-Ionen, die
Entwicklung der supramolekularen Chemie nachhaltig beein-
fluBt!2!. Es ist daher kaum iiberraschend, daB die Kronenether
und ihre Aza-Analoga auch als Synthesebausteine in der Flis-
sigkristallchemie Anwendung gefunden haben!3].

Vor einigen Jahren konnten wir zeigen!*?), daB3 n-elektronen-
arme aromatische Dikationen wie Paraquat 12+ in Form ihrer
Bis(hexafluorophosphat)salze durch Kronenether, die elektro-
nenreiche Arene enthalten, komplexiert werden kénnen. Als ei-
ner der wirksamsten molekularen Rezeptoren fiir Bipyridinium-
Dikationen erwics sich der makrocyclische Polyether 2. Diese
,»Addukte — zusammengehalten durch aromatische n-n-Wech-
selwirkungen, elektrostatische Wechselwirkungen und Wasser-
stoffbriickenbindungen — wurden*"! spiter die Grundlage fiir
die templatgesteuerte Synthese!*? zahlreichcr Catenane und Ro-
taxane.
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Im Rahmen dieser Arbeiten haben wir auch untersucht, ob
der Ersatz der Phenyleneinheiten in 2 durch 4,4’-Biphenyldiyl-
einheiten zu einem festeren Komplex aus Rezeptor und Substrat
fithren kdnnte. 1,4,7,10,13,26,29,32,35,38-Decaoxa[13.0.13.0]-
paracyclophan 3! wurde in drei Stufen ausgehend von
4'-(2-Tetrahydropyranyloxy)-4-dihydroxybiphenyl 4 syntheti-
siert (Schema 1)), Die Réntgenstrukturanalyse von 3 ergab
(Abb. 1)!8), daB der Makrocyclus — im Gegensatz zu 2 — keine
Hohlriume aufweist (d. h. ,,selbstfiillend* ist), wobei die beiden
Biphenyldiyleinheiten (Verdrillungswinkel 11°) parallel und ge-
staffelt zueinander um ein kristallographisches Symmetriezen-
trum angeordnet sind. Die Benzolringe liberlappen teilweise mit
einem Abstand zwischen den Ebenen der Ringe A und A’ von
3.41 A und einem Abstand von 4.78 A zwischen ihren Zentren.
Diese Anordnung entspricht weitgehend der konventioneller &-
Stapelsysteme!®). Die Molekiile sind so gepackt, daB eine zick-
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