ZUSCHRIFTEN

Orientierende Untersuchungen zur Duftinduktion mit JA an
Zellkulturen von Nicotiana tabacum und Phaseolus lunatus ma-
chen aber deutlich, daB bei diesen artifiziellen Systemen die
Emission von fliichtigen Verbindungen im Vergleich zu der der
intakten Pflanze nur sehr eingeschriankt stimuliert werden kann.

Experimentelles

Frisch geschnittene Triebe mit 2 bis 5 Blittern der in Tabelle 1 aufgefiihrten Pflanzen
werden in wiBrige Losungen von racemischer trans-Jasmonsiure (10 pmolmL ')
oder Coronatin (50 und 100 nmolmL ™'} eingestelit. Nach 10 h werden die vorinku-
bierten Pflanzen in ein geschlossenes GefaB (ca. 750 mL Totvolumen) gebracht und
die freigesetzten Duftstoffe 20 h durch Luftumwilzung an einem Aktivkohlefilter
(1.5 mg) angereichert [21]. Nach Desorption mit Dichlormethan (30 pL) werden die
Eluate durch GC-MS untersucht (DB1-Quarzkapillare, 10 m x 0.31 mm; Tem-
peraturprogramm: 50 °C (2 min), dann mit 10 Gradmin™! bis 200°C; Detek-
tion: Fisons-MD-800-Massenspektrometer, GC-Interface: 260°C; Scanbereich:
35-300 Dasec™!). Als Kontrollen dienten Duftmuster von frisch geschnittenen
Pflanzen in Wasser ohne Zusatz von JA oder Coronatin, Die Pflanzen Phaseolus
lunatus und Zea mays wurden wie in Lit. [18] beschrieben angezogen. Gerbera
Jjamesonii, cv. Sirtaki wurde von Prof. M. Dicke, Landwirtschaftliche Universitat,
Wageningen (Niederlande), zur Verfiigung gestellt. Alle iibrigen Pflanzen stammen
aus dem Botanischen Garten der Universitdt Bonn.
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Pericyclische Reaktionen in der Natur —
Inaktivierung von Algenpheromonen durch
spontane Cope-Umlagerung**

Wilhelm Boland*, Georg Pohnert und Ingo Maier

Professor Hans-Jirgen Bestmann zum 70. Geburtstag gewidmet

Bei der sexuellen Fortpflanzung nutzen weibliche Gameten
von marinen Braunalgen olefinische C, ;-Kohlenwasserstoffe als
chemische Signale zur Freisetzung und/oder Anlockung der
méinnlichen Geschlechtszellen!!' 21, Als Prototyp einer ganzen
Gruppe hinsichtlich ihrer Strukturen verwandter Signalstoffe
wurde 1971 von Miiller et al. Ectocarpen 2a als Sexualphero-
mon der weltweit verbreiteten Braunalge Ectocarpus siliculosus
identifiziert™®. Seither wurden weitere an C-6 substituierte
Cyclohepta-1,4-diene als Lockstoffe oder Substanzen, die eine
Massenentlassung von ménnlichen Gameten induzieren (Re-
lease-Faktoren), gefunden. Zu den besonders hdufigen Signal-
stoffen zihlen Dictyoten 11, Desmaresten 3% und das fiir die
hochentwickelten Laminariales typische Lamoxiren 4% 71, Die
jeweils zur Reaktionsauslosung erforderlichen Schwellenkon-
zentrationen liegen, abhdngig von Spezies und Funktion, im
Bereich von 0.01 bis 10 nmolL ™1,

ool

2a, R=CHy
2b, R=H

3 4

Kiirzlich haben wir gezeigt, daB 1 und 2a in den weiblichen
Gameten von marinen Braunalgen aus ungesittigten C,,-Fett-
siuren gebildet werden® *). Arachidonsiure ist die Vorstufe fiir
1, und 2a entsteht analog aus cis-Ficosa-5,8,11,14,17-pentaen-
sdure 5 (Schema 1). Obwohl die ersten Schritte der Fettsdureak-
tivierung noch nicht bekannt sind, kann wegen der Analogien zu
Modelluntersuchungen an terrestrischen Pflanzen™® auf die
9-Hydroperoxyfettsdure 6 (93-HPEPE) als erstes O-funktionali-
siertes Intermediat geschlossen werden. Aus 6 konnte eine
Hydroperoxid-Lyase unter oxidativer Spaltung des C-Geriistes
gemaB Schema 1 das Dicarbonyl-Cy-Fragment 8 und das ther-
molabile cis-disubstituierte Cyclopropan (1R,25)-7a (C,,) frei-
setzen. Divinylcyclopropane vom Typ 7 sind thermolabil und
sollten durch eine spontan eintretende [3,3]-sigmatrope Umla-
gerung (Cope-Umlagerung) die Cyclohepta-1,4-diene 1-4
gebent! 111,
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Schema 1. Postulierter Mechanismus der Biosynthese von (65)-2a aus all-cis-Eico-
sa-5,8,11,14,17-pentacnsiiure 5. Nach der Aktivierung von 5 durch eine Lipoxyge-
nase zum 9-Hydroperoxid 6 kann das C-Geriist durch eine Hydroperoxid-Lyase
oxidativ gespalten werden. Dabei entstehen formal das C,,-Fragment (1R,25)-7a
und die Dicarbonylverbindung 8.

Unm diese Vorstellungen experimentell zu erhirten, haben wir
einen synthetischen Zugang zu den thermolabilen Cyclopropa-
nen (1R.2S5)-7a, (1R,25)-7b und (1R,2S)-7¢ entwickelt{!? 13!
und die Aktivierungsenergien der Cope-Umlagerungen zu (6S)-
2a, (6R)-3 bzw. (65)-2b bestimmt*#). Die Arrhenius-Parameter
und die Halbwertszeiten der Cyclopropane fiir zwei Meerestem-
peraturen an fiir Braunalgen typischen Standorten (Frithjahrs-
temperaturen in nordlichen und mediterranen Breiten) sind in
Tabelle 1 zusammengestellt. Die Aktivierungsenergien stimmen

Tabelle 1. Aktivierungsparameter und Halbwertszeiten fiir die Cope-Umlagerung

der Cyclopropane (1R.25)-7.
X
R

spontane Cope-

AN
L R

Umlagerung
(1R,25)-7
Cyclo- Cyclo- R E, In 4 1,(8°C) £,,,(18°C)
propan hepta- [kImol™1] {min] [min]
dien

(1R28)-7a (6S5)-2a C,H, 63.8+1.2 189404 56 21
(1R285)-7b (6R)»-3 CH=CH, 62.6+1.5 185405 45 18
(1R2S)7¢ (6S5)-2b H 649+12 19.0+04 77 30

gut mit friher berichteten Daten fiir das unsubstituierte cis-Di-
vinyleyclopropan uberein!!* '), Angesichts von Halbwertszei-
ten zwischen 18 und 77 min mufy man aber fragen, ob die ménn-
lichen Gameten tatsdchlich die bislang als Pheromone betrach-
teten Cyclohepta-1,4-diene 1—4 erkennen oder ob nicht eher die
instabilen Primirprodukte wie (1R,25)-7a als die eigentlichen
Signalstoffe anzusehen sind. Vergleichende Bioassays mit minn-
lichen Gameten von Ectocarpus siliculosus (Klon PAr-27a) und
(1R,25)-7a sowie 2a haben nun ergeben, daB in der Tat nur das
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instabile Cyclopropan (1R,2S)-7a als Pheromon wirkt. Die
Schwellenkonzentration fiir (65)-2a betrdgt ca. 10 nmolL ™}
(Seewasser)!* 7 18] die fiir das thermolabile (1R,25)-7a hinge-
gen nur ca. 5 pmolL ™! (Abb. 1). Auch ist der Akkumulations-
faktor Q (Quotient aus der Zahl der Gameten in der pheromon-
dotierten und der in der unbehandelten Probe) fiir (1R,25)-7a
erheblich groBer (Q,...~ 15) als der fiir (65)-2a (Q~2.2 bei der
hochsten verfiigbaren Konzentration!! ™); das Konzentrations-
Wirkungs-Profil von (1R,25)-7 a entspricht damit dem bei ther-
mostabilen Pheromonen von marinen Braunalgen iblicherweise
erhaltenen!!8 =201,
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Abb. 1. Biologischer Aktivititstest{21] von (1R,25)-7a (m) und (65)-2a (a) an
ménnlichen Mikrogameten von Ectocarpus siliculosus, Klon PAr-27a3. Aufgetra-
gen ist der Akkumulationsfaktor Q gegen den Logarithmus der Konzentration ¢ von
(1R,25)-7a und (65)-2 in Seewasser[19,22]. Minnliche Gameten des hier verwen-
deten Klons reagieren nur auf die hdchste verfiigbare Konzentration von (65)-2a.

Fir den Aufbau des Pheromongradienten nach dem Beginn
der Sekretion, der chemotaktischen Orientierung des ménnli-
chen Gameten bis hin zur Fusion der Geschlechtszellen werden
nur wenige Minuten bendtigt. Damit scheint (65)-2a als Folge-
produkt des instabilen Pheromons (1R,25)-7a auch keine zeit-
abhingige Rolle als chemischer Signalstoff zu spielen.

Die Konzentrations-Wirkungs-Kurven in Abbildung 1 zeigen
deutlich, daB die biologische Bedeutung der spontanen Cope-
Umlagerung in einer schnellen, temperaturabhingigen Inakti-
vierung der priméir gebildeten Cyclopropyl-Pheromone besteht.
Der weitere (a)biotische Abbau zu vollkommen inaktiven,
oxygenierten Verbindungen ist wesentlich langsamer und ver-
lduft in Stunden bis Tagen!!). Damit verfiigen marine Braunal-
gen in ihrem Sexualcyclus liber den schnellsten und effektivsten
bislang bekannten Mechanismus zur spontanen Inaktivierung
von Lockstoffen und/oder Release-Faktoren sowie iiber das
einzige Signalsystem, bei dem diese Inaktivierung durch eine
[3,3]-sigmatrope Umlagerung erreicht wird.

Durch die hohe biologische Aktivitdt des instabilen Cyclo-
propans (1R,2S5)-7 a werden implizit auch die Vorstellungen zur
Biosynthese der Cycloheptadiene 1-4 aus Fettsdurevorstufen
gestiitzt (siche Schema 1). Die Freisetzung von (1R,25)-7a
kann sogar direkt nachgewiesen werden, indem man den Ex-
trakt einer sehr dichten Suspension frisch entlassener Gameten
von E. siliculosus (ca. 5% 107 Zellen) durch HPLC an einer RP-
18-Phase untersucht. Man erhélt ein transientes Signal fir eine
Substanz, deren Retentionsvolumen und UV-Spektrum (4, =
246 nm) mit denen von synthetischem (1R,2S)-7 a (ibereinstim-
men. Ferner entspricht die Halbwertszeit des abklingenden
Signals der der Umlagerung von synthetischem (1R,25)-7a zu
(65)-2a (sieche Tabelle 1).

Nach diesen Befunden muB3 angenommen werden, daf3 in vie-
len Fillen, in denen bislang Cycloheptadiene als Pheromone
oder Release-Faktoren identifiziert wurden, tatsichlich die
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thermolabilen Cyclopropylvorstufen als Signalstoffe mit noch
niedrigeren Schwellenkonzentrationen fungieren. Erste Ergeb-
nisse aus Untersuchungen an fertilen mannlichen Gametophy-
ten der nordatlantischen Braunalge Desmarestia aculeata be-
stdtigen dies. So weist ein thermostabiles Analogon von Desma-
restenvorldufer 3 (CH,OCH, statt CH=CH, in 7b)!!*! sehr
niedrige Schwellenkonzentrationen fiir den pheromoninduzier-
ten Entlassungsvorgang auf.

Die Biosynthesen der Pheromone mariner Braunalgen enthal-
ten demnach auBergewGhnlich viele pericyclische und elektrocy-
lische Reaktionen. 7-Methylcycloocta-1,3,5-trien 9 ist eine Spu-
renkomponente aus dem Pheromonbouquet der mediterranen
Braunalge Cutleria multifida und entsteht wahrscheinlich durch
elektrocyclischen RingschluB aus (1,3Z,5Z,7E)-Nonatetraen.
Die ungewohnliche Konfiguration des (2Z,4Z,6E,8Z)-Undeca-
2,4,6,8-tetraens 10 (Gifforden), das vom Thallus der fertilen
Giffordia mitchellae freigesetzt wird, ergibt sich aus einer bei
Raumtemperatur spontan verlaufenden 1,7-Wasserstoffver-
schiebung!!- 291,

CHy

Experimentelles

Fertile weibliche Gametophyten von Ectocarpus siliculosus (ca. 2.1 g Frischgewicht)
wurden ca. 16 h bei 2 °C gehalten und dann mit frischem Medium bei 18 °C im Licht
zur Gametenentlassung gebracht. Die Zellsuspension (5.2 x 107 Zellen in 10 mL
Seewasser) wurde abgesaugt und 4 h bei 4°C im Licht (ca. 70 pmolm™?sec™ 1)
aufbewahrt, um eine deutliche Pheromonanreicherung zu erzielen. Die Suspension
wurde dann zundchst mit 4 mL eiskaltem MeOH versetzt und anschlieBend mit
5 mL eiskaltem CH,Cl; extrahiert. Die organische Phase wurde bei 0°C auf etwa
1 mL eingeengt und unmittelbar durch HPLC untersucht (LiChrospher 100, RP-18,
25 x 0.4 cm; Laufmittel: MeOH/H,O 9/1; FlieBgeschwindigkeit: 0.5 mLmin~*; [n-
jektionsvolumen: 100 pL; Detektion: 244 nm). Die Umlagerungsgeschwindigkeit
der instabilen Vorstufe wurde durch Stopp des Flusses am Peakmaximum und
Aufzeichnung der abnehmenden Extinktion im Vergleich zu der der synthetisierten
Referenzprobe bestimmt.

Eingegangen am 4. Februar 1995 [Z7692]
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Die Crafts-Friedel-Reaktion: aromatische
Alkylierung innerhalb eines [Arenium-Ion-
Olefin]-Komplexes in der Gasphase **

Massimiliano Aschi, Marina Attina und
Fulvio Cacace*

Bei der Alkylierung von Arenen mit Olefinen, eine der wich-
tigsten industriellen Anwendungen der Friedel-Crafts-Reak-
tion, werden die Alkene zundchst durch Brensted-Sduren wie
H(BF,0OH), H(AICI,OH), H,S0, etc. protoniert; anschlieBend
wird das entstandene Carbenium-Ion oder der polarisierte
Komplex!} an das Aren addiert [G. (a)]. Ein alternativer Reak-
tionsweg, bei dem die Alkylierung innerhalb eines von einem
Arenium-Ion und einem Olefin gebildeten Komplexes stattfin-
det, ist ebenfalls denkbar [Gl. (b)].

H iCH,

&+ 8- +Cg¢Hs
C3H6 + HA —» iC3H7 - A —>» + A (a)

[CeHg - iCH, 1===1 (t
2 3

Gleichung (b) entspricht nur dann einem eigenstindigen
Reaktionsweg mit spezieller Kinetik und Mechanismus, wenn
die Alkylierung innerhalb des Komplexes erfolgt, ohne daf3 sich
die Reaktanten trennen. Entweicht jedoch das Carbenium-Ion
in das Medium und reagiert mit dem Aren erst in einem spéteren
Stadium, so ist die Reaktionssequenz (b) eine herkdmmliche
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