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Incorporation experiments with CH and 1#C) doubly labelled farnesols into cantharidin
Summary

After injection of 11’,12-[3H]}-7-['*C]-farnesol or 11’,12-[*H]-5,6-['*C]-farnesol,
the *H-label is located specifically in the C (9)-methyl-group of cantharidin, whereas
the C-labelling pattern follows an incorporation via acetic acid (Scheme 4).
C-Atoms 5, 6 and 7 from the middle part of the farnesol molecule are utilized for
cantharidin biosynthesis to an extent that is about 2.1-11% of the incorporation rate
of the methyl groups C(11”) and C(12), depending on the position of the *C-label
in farnesol. These results confirm our earlier hypothesis [1] that the C,;-molecule
cantharidin is biosynthesized from the C,s-precursor farnesol which is cleaved
between C(1)—C(2), C(4)—C(5), and C(7)—C(8). The synthesis of 7-[**C]-farnesol
and of 5,6-["*C]-farnesol is described.

1. Einleitung. - In vorangehenden Mitteilungen [1-3] wurde aus den Resultaten
von Einbauversuchen mit radioaktiv markiertem Acetat, Mevalonat und Farnesol
(1) in Insekten der Familie Meloidae (Coleoptera) das in Schema 1 formulierte Mo-
dell fiir die Biosynthese des Cantharidins abgeleitet, wonach Farnesol (1) unter Ab-
spaltung der C-Atome 1, 5, 6, 7 und 7’ in Cantharidin (2) umgewandelt wird. (Die
Bezifferungen der Verbindungen 1 und 2 im Schema I sind voneinander unab-
hingig.)

Im Zusammenhang mit einer Betrachtung tiber den moglichen Verlauf der Um-
wandlung von 1 in 2 stellte sich die Frage nach dem Verbleib der C-Atome 5, 6, 7
und 7’ des Farnesols. Aus diesem Grunde war es erforderlich, entsprechende mittel-

1y 4. Mitt.: siehe [1].

2y Korrespondenzautor: W.-D. Woggon.

3)  Teil der Dissertation, Universitiit Ziirich, 1973.

4} Neue Adresse: Institut fiir Organische Chemie und Biochemie der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-
Universitit Bonn, Max-Planck-Strasse 1, D-5300 Bonn.

5)  Teil der Dissertation, Universitiit Ziirich, 1974.

6) Neue Adresse: Ciba-Geigy AG, 4002 Basel.
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standig '“C-markierte Farnesole zu synthetisieren und deren Einbau mit 11’,12-
[*H]-Farnesol (11’,12-[*H}-1) zu vergleichen, dessen radioaktive Markierung mit
Sicherheit in Cantharidin inkorporiert wird (vgl. [1]). Im folgenden wird iiber die
Synthesen von 7-['*C]-Farnesol (7-['*C]-1) und 5,6-['*C]-Farnesol (5,6-['*C]-1) be-
richtet sowie iiber die nach Zumischen von 11’,12-[*H]-Farnesol (11’,12-[*H]-1) als
internem Standard ausgefithrten Einbauversuche.

2. Synthesen radioaktiv markierter Verbindungen. - Zur Synthese von 7-['*C]-
Farnesol (7-['4C]-1), s. Schema 2, wurde zunichst nach der von Julia et al. [4] beschrie-
benen Methode 2-Cyclopropyl-2-propanol (3) hergestellt, das mit Bromwasserstoff-
sdure in 4-Methyl-3-penten-1-bromid (4) iibergefithrt wurde. Durch Carboxylierung
der Grignard-Verbindung von 4 mit “C-Kohlendioxid [5] gelangte man in 83% Aus-
beute zu 1-[!4C]-5-Methyl-4-hexensiure (5), die durch Behandeln mit 2 mol Methyl-
lithium in 81% Ausbeute in 2-['“C]-6-Methyl-5-hepten-2-on (2-['*C]-6) umgewandelt
wurde. Die weiteren Syntheseschritte fithrten nach den in [1] beschriebenen Reak-
tionen iiber die Verbindungen 3-['*C]-7, 6-[!*C]-8 und 7-['*C]-9 schliesslich zu
(7-["*C]-1), das sich bei gas-chromatographischer Priifung als ein Gemisch aus 40%
(E,E)-1,34% QE,62Z)-1, 11% (2Z,6 E)-1, 10% (Z, Z)-1 sowie 5% nicht identifizierter
Beimengungen erwies. Die Gesamtausbeute betrug 44% der als “C-Bariumcarbonat
urspriinglich eingesetzten Aktivitat. Die spezifische Aktivitit wurde zu 4,72 mCyv/
mmol bestimmt.

5,6-[14C]-Farnesol (5,6-['*C]-1) wurde nach dem in Schema 3 beschriecbenen Weg
hergestellt. Aus “C-Bariumcarbonat erhielt man durch Verschmelzen mit Barium
und anschliessende Zersetzung des Carbids mit Wasser 4C-Acetylen, das nach der
von Wiirsch [6] entwickelten Methode im Mikroautoklaven iiber das '“C-Lithium-
acetylid an 6-Methyl-5-hepten-2-on (6) in 53% Ausbeute angelagert wurde. Durch
Hydrieren des radioaktiven Propargylalkohols 10 in Gegenwart von mit Athyl-
disulfid vergiftetem Lindlar-Katalysator gelangte man in quantitativer Ausbeute zu
1,2-[“C]-Linalool (1,2-['*C]}-7). Die weiteren Umsetzungen folgten den in {1] gege-
benen Vorschriften (vgl. Schema 2) und fiihrten schliesslich in 42,2% Ausbeute (be-
zogen auf radioaktives Acetylen) zu 5,6-['*C]-Farnesylsauremethylester (5,6-['*C]-
9) der spezifischen Aktivitit 10,47 mCi/mmol, der im Gemisch mit 11”,12-[*H]-9 zu
den entsprechenden doppelmarkierten Farnesolen 11/,12-[3H]-5,6-['“C]-17) redu-
ziert wurde (vgl. 3.2).

7) Wie iiblich bedeuten diese und #hnliche Ausdriicke Gemische, die stochastisch 3H- und *C-mar-
kierte (Farnesol- bzw. andere) Molekeln enthalten.
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3. Herstellung der Injektionspriparate. - 3.1. 11’,12-[3H]-7-['*C]-Farnesol
(117,12-[*H]-7-['*C]-1). Das fiir die Einbauversuche 3.1-3.3 verwendete radioaktive
Farnesol 117,12-[*H]-7-['*C]-1 wurde durch Mischen von 7-[*C]-1 mit 11’,12-[*H]-1
der spezifischen Aktivitit 400 mCi/mmol hergestellt, anschliessend wurde chroma-
tographiert und bei 0,01 Torr destilliert. Die Stereoisomerenzusammensetzung von
7-["*C]-1 und 11/,12-[3H]-1 ist aufgrund des gemeinsamen Syntheseweges [1] als
gleich anzusehen.

3.2. 1112-HJ-5,6-[*C]-Farnesol (11’,12-[*H}-5,6-['*C}-1). Zur Herstellung
des Injektionspriparates 11’,12-[*H]-5,6-['*C]-1 fiir die Experimente 3.4.1-3.4.4
(siehe Tabelle 1) mischte man 5,6-['*C]-Farnesylsiuremethylester (5,6-['*C]-9, Ste-
reoisomerengemisch) mit (E, E)-117,12-[3H}-9 (vgl. [1], [7]), der spezifischen Aktivitit
32,0 mCi/mmol bzw. fiir die Versuche 3.5.1-3.5.2 (E, E)-5,6-['*C}-9 mit (E, E)-11",12-
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[*H]-9 der spezifischen Aktivitit 77,6 mCi/mmol [7]. Eine Anreicherung des (E, E)-
Stereoisomeren auf 91+ 1% (E, E)-11’,12-[*H]-9 gelang mittels prip. DC. an mit Sil-
bernitrat impréagnierten Kieselgelplatten. Anschliessend wurden die doppelmarkier-
ten Ester 11/,12-[3H}-5,6-['*C}-9 mit Diisobutylaluminiumhydrid (DIBAH) zu den
entsprechenden 11/,12-[*H]-5,6-['“C]-Farnesolen (11’,12-[*H}-5,6-['C]-1) umgesetzt,
chromatographiert und bei 0,01 Torr destilliert.

4. Einbauversuche. - Die Methodik der Injektion von radioaktiv markierten
Farnesolen 1, der Isolierung des Cantharidins (2) und der Abbaureaktionen zur Be-
stimmung der Isotopenverteilung in 2 wurden bereits in [1] beschrieben.

Gemaiss dem in Schema I dargestellten Biosynthesemodell sollte nach Injektion
von 11,12-[*H]-7-["*C]-Farnesol (11°,12-[*H]-7-['*C]-1) oder von 11’,12-[°H]-5,6-
[**C]-Farnesol (11’,12-[*H]-5,6-['*C]-1) ein Anstieg des *H/'*C-Verhiltnisses im iso-
lierten Cantharidin (2) auftreten. Im Extremfall erwartet man in 2 *H/“C - . Die
Resultate in Tabelle I zeigen, dass de facto die *H-Aktivitit im Vergleich zur “C-
Aktivitdt in 2 bevorzugt eingebaut wird. Das *H/!*C-Verhiltnis im Cantharidin ist
nach Applikation von 11’,12-[*H}-7-['*C}-1 um den Faktor 15,1+ 2,4 grosser als im
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Vorldufer (Experiment 3.1-3,3, Tabelle 1), wahrend man nach Injektion von 11°,12-
[*H]-5,6-'C]-1 eine Erhohung des *H/!4C-Verhiltnisses im Cantharidin um den
Faktor 6,1+1,8 (Experimente 3.4.1-3.4.4) bzw. 10,54+ 5,7 (Experimente 3.5.1 und
3.5.2) fand.

Die betrichtlichen Unterschiede der Mittelwerte in den beiden letzten Versuchs-
reihen konnen durch die spiter beobachteten unterschiedlichen Metabolismus-Ge-
schwindigkeiten der verschiedenen Stereoisomeren des Farnesols verursacht sein
[7] [8]. Die Ergebnisse der Experimente 3.4.1 und 3.4.4 vermitteln deshalb nur einen
qualitativen Eindruck beziiglich des relativen Einbaus der *H- und *C-Markierung
in Cantharidin und werden bei der spiteren Diskussion nicht beriicksichtigt.

Die Cantharidin-Priparate aus den Experimenten 3.1 und 3.2 wurden vereinigt,
von einem Teil das Cantharidin-N-phenylimid durch Erhitzen mit Anilin im Bom-
benrohr [9] hergestellt und das restliche radioaktive Cantharidin dem in Schema 4
gezeigten Abbau unterworfen. Aus den in Tabelle 2 dargestellten Resultaten lisst
sich die Schlussfolgerung ziehen, dass die *H-Aktivitit aus dem 117,12-[*H]-7-[1*C]-

Schema 4
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Farnesol spezifisch an C(9) des Cantharidins lokalisiert ist®). Die geringe '“C-Aktivi-
tit des Cantharidins ist zu etwa % in C(2+ 3) enthalten. Diese “C-Isotopenvertei-
lung ldsst sich mit einem Einbau der *C-Aktivitit von 7-['*C]-Farnesol (7-['*C]-1)
via 1-['*C]-Essigsidure interpretieren [2], die aus den mittleren vier C-Atomen des
Farnesols gebildet worden sein konnte (vgl. [12]).

Auch nach Einbauversuchen mit 11’,12-[*H]-5,6-[!*C]-Farnesol (11/,12-[*H]-
5,6-['*C]-1) fand man die *H-Aktivitit spezifisch in der Methylgruppe C(9) des
Cantharidins lokalisiert®), siche Tabelle 3 und Schema 4. Die C-Atome 2, 3, 8 und 9
enthielten zusammen 42,4% bzw. 45,9% der molaren *C-Aktivitit des Cantharidins,
davon war etwas weniger als die Halfte in C(2) und C(3) lokalisiert. Die Carboxyl-
gruppen des Cantharidins C(10) und C(11) schliesslich wiesen zusammen 18,2 bzw.
20,9% der Gesamtaktivitit auf. Aus dieser Isotopenverteilung von etwa 10% '*C pro
C-Atom des Cantharidins ist ersichtlich, dass im Falle der Applikation von 11/,12-

Tabelle 2. Abbau von Cantharidin aus Einbauversuchen mit 11’,12-[*H]-7-[14C]-Farnesol (11’,12-[3H]-7-
['4C]-1) (vereinigte Priparate aus den Experimenten 3.1 und 3.2)

Derivat (dpm/mmol)x 10-4 rel. %

3 lac 3H 14C
Cantharidin 112,0 2,37 100 100
Cantharidin-N-phenylimid 115,0 2,42 103 102
CQ2+3+8+49)) 51,5 0,743 91 62
C(2+3)M - 0,542 - 45
C(8+9)) 45,8 0,042 81 3,5

4}  Als Essigsdure-p-bromphenacylester.
b)  Als Bariumcarbonat.
¢y Als Methylammoniumpikrat.

Tabelle 3. Abbau von Cantharidin aus Einbauversuchen mit 11’,12-[*H}-5,6-['%C}-Farnesol
(1, 12-[*H}-5,6-[4C)-1)

Experiment  Derivat (dpm/mmol) x 10-4 rel. %
3H 14C 3H 14C
342 Cantharidin 3247 24,17 100 100
CR2+3+8+9)) 166,5 5,12 103 42,4
C(2 und 3)b) - 2,19 - 18,1
352 Cantharidin ‘ 98,5 1,96 100 100
C(2+3+8+9) 428 0,45 86,9 45,9
344 Cantharidin 276,4 21,81 100 100
C(10+ 11)b) - 1,99 - 18,2
3.5.1 Cantharidin 106,0 4,78 100 100
C(10+ 11)b) - 0,50 - 20,9

2)  Als Essigsdure-p-bromphenacylester.
by Als Bariumcarbonat.

8)  Durch Abbaureaktionen, die iiber chirale Derivate bekannter absoluter Konfiguration [9] des Can-
tharidins gefithrt wurden, das man nach Applikation von 2-[°H,!4C]-Mevalonat [10] bzw. 2-[}4C)-
Farnesylsiuremethylester (2-[14C]-9) [11] erhielt, ist sichergestellt, dass C(11’) und C(12) des Far-
nesols die C-Atome 9 und 11 des Cantharidins markieren.



HerLveTica CHIMICA ACTA - Vol. 60, Fasc. 4 (1977) - Nr. 124 1269

[*H]-5,6-[*C]-1 spezifisch *H-markiertes, aber uniform '“C-markiertes Cantharidin
entsteht, wobei angenommen werden kann, dass der abgespaltene C,-Mittelteil des
Farnesols (C-Atome 5, 6, 7 und 7’) zu Essigsdure metabolisiert wird. Die Einbaurate
der C-Aktivitit in Cantharidin ist auch in diesem Falle signifikant niedriger als die
der *H-AKktivitit.

Zur Beurteilung der wahren Einbauraten der Methylgruppe C(11’) bzw. C(12)
des Farnesols und der mittleren vier C-Atome muss noch eine Korrektur angebracht
werden. Wir beobachteten bei Einbauversuchen mit (E,E)-11/,12-[*H]-2-['*C]-
Farnesol (11’,12-[*H]-2-[**C]-1), dass von der 3H-Aktivitit des Vorldufers noch
50+ 12% im isolierten Cantharidin auftraten {8]. Mithin sind zur Normierung des
internen Standards die Werte fiir die *H-Inkorporation mit einem statistischen Fak-
tor von 2 zu multiplizieren. Wie aus dem «normierten Quotienten» 3H/'C im
Cantharidin zu*H/'“C im Farnesol (Tabelle 1, letzte Spalte) ersichtlich ist, wurde
bei Applikation von 11’,12-[*H]}-7-['4C]-Farnesol (11’,12-[*H]-7-['*C]-1) *H— um
den Faktor 30,2+4,9 haufiger als '“C-Aktivitit in Cantharidin inkorporiert. Das
entspricht einer normierten Einbaurate von 3,3% der '“C-Aktivitit des 7-['*C]-1 be-
zogen auf einen normierten Einbau des 117,12-[*H]}-1 von 100%.

Die Beobachtungen ecines kleineren «normierten Quotienten» nach Applikation
von 11/,12-[3H]-5,6-['“C]-1 (12,1+3.,6 in den Experimenten 3.4.1-34.4 bzw. 20,9
+11,4 in den Experimenten 3.5.1 und 3.5.2) entspricht der Erwartung, wenn der
Farnesol-Mittelteil zu Essigsdure metabolisiert wird, vgl. Schema 4. In diesem Fall
entsteht uniform '%C-markiertes Acetat, dessen Carboxylgruppe die C-Atome 2, 3
und 5, wihrend die Methylgruppe die C-Atome 1, 4, 6, 8, 9, 10 und 11 des Cantha-
ridins markiert. Somit entstammen 30% der molaren “C-Aktivitit des Cantharidins
der Markierung an C(5) des injizierten Farnesols, wihrend die restlichen 70% aus
der Markierung an C(6) des Terpenalkohols 5,6-[1*C]-1 hervorgehen.

Berechnet man mit Hilfe der Resultate aus 3.5.1 und 3.5.2 separat die normier-
ten Einbauraten der C-Atome 5 und 6 von 5-[**C]-1 bzw. 6-[*C]-1 in bezug auf die
normierten Inkorporationsraten (=100%) der beiden Methylgruppen von 11/,12-
[*H]J-1 in Cantharidin (2), so erhilt man Werte von 2,1-4,7% fiir 5-['“C]-1 und 4,9-
11% fiir 6-['*C]-1. Man erkennt, dass die normierte Einbaurate fiir 5-['“C]-Farnesol
(5-['“C]-1) relativ zu 11’,12-[3H]-1 entsprechend einer Inkorporation dieser '“C-Mar-
kierung in Cantharidin via 1-["“C]-Acetat in der gleichen Grossenordnung liegt wie
jene fiir 7-[1*CJ-1.

Die Frage, ob die Essigsiure aus dem biologischen Abbau des Farnesols ent-
steht, bevor dieses in die zum Cantharidin fithrenden enzymatischen Reaktionen
eingeschleust wird, oder ob sie wihrend der Umwandlung von Farnesol in Cantha-
ridin aus dem abgespaltenen C,-Fragment entsteht, kann hier nicht beantwortet
werden. Es ist jedoch erwiesen, dass, in Abhingigkeit von der markierten Stellung,
der Mittelteil des Farnesols via Acetat mit 2-11% der Inkorporationsrate beider
Methylgruppen C(11’) und C(12) des Farnesols (C(11’) und C(12)) an der Biosyn-
these von Cantharidin beteiligt ist.

Die voranstehend beschriebenen Experimente sind eine Bestétigung der im
Schema 1 formulierten Hypothese, wonach der Sesquiterpenalkohol Farnesol (1)
unter Verlust seiner C-Atome 1, 5, 6, 7 und 7’ in Cantharidin umgewandelt wird.
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Die Frage, inwieweit die Annahme einer (2 E,6 Z)-Konfiguration des Farnesols (1)
berechtigt ist (vgl. Schema I), wurde durch Einbauversuche mit allen vier Stereoiso-
meren des Farnesols (1) untersucht. Dariiber wird in einer ndchsten Mitteilung [8]
berichtet.

Die vorliegende Arbeit wurde in dankenswerter Weise vom Schweizerischen Nationalfonds zur For-
derung der wissenschafilichen Forschung unterstiitzt. Ferner danken wir den Herren Dr. J. Wiirsch und
Dr. R. Barner (Hoffmann-La Roche AG., Basel) fur die grossziigige Unterstiitzung bei der Darstellung
von 1,2-[C]-Linalool (1,2-[4C}-7), Prof. K. Grob (EAWAG, Dibendorf) fiir seine Hilfe bei gas-chro-
matographischen Problemen, Prof. W. von Philipsborn und seinen Mitarbeitern (Universitat Zirich) fir
NMR.-Untersuchungen sowie H. Frohofer (mikroanalytische Abteilung der Universitit Ziirich) fur
Radioaktivitidtsmessungen.

Experimenteller Teil

Allgemeine Bemerkungen. - Abweichungen von der in [1] angegebenen Methodik sind im folgenden
aufgefiithrt. Die Bestimmungen der spezifischen Aktivitdt hochradioaktiver Verbindungen erfolgte in
einigen Fillen nach Losen der Substanzprobe in einer bekannten Menge Diphenylither und anschlies-
sender Verbrennungsanalyse. - Silbernitrat-imprignierte priaparative Duinnschichtplatten (20x 20 cm)
wurden durch Beschichten mit einer Aufschlimmung von 31 g Kieselgel PF,s54 (Merck) in 80 ml einer
5-10proz. wisserigen Silbernitratlosung bereitet. Die Platten wurden unter Lichtausschluss bei 110°
aktiviert.

1. Synthesen isotopenmarkierter Verbindungen, - 1.1. 7-//CJ-Farnesol (7-{14C]-1}. - 1.1.1. 4-Methyl-
3-penten-1-bromid (4) erhielt man nach [4] durch Einwirkung von 48proz. Bromwasserstoffsiaure auf das
aus Cyclopropancarbonsiureéthylester und Methylmagnesiumjodid hergestellte 2-Cyclopropyl-2-propa-
nol (3). Sdp.: 81-83°82 Torr. - NMR. (100 MHz; CCly): 5,08 (+ mit Feinaufspaltung; J=7,5 Hz;
H—-C(3)); 3,24 (t; J=1,5 Hz; 2H-C(1)); 2,48 (ga; J=1,0 Hz; 2H-C(2)); 1,68 (s; 3H-C(5)); 1,60 (s;
3H-C(4)).

1.1.2. 7-f14CJ-Farnesol (7-[14C]-1). 48,5 mg (5,0 mCi) “C-Bariumcarbonat (spezifische Aktivitit:
20,0 mCi/mmol)®) wurden mit 160 mg Bariumcarbonat in einem Rundkélbchen vermischt (Gesamt-
menge: 1,06 mmol Bariumcarbonat) und mit 5 g Glasperlen (2 mm @) iiberschichtet. Nach dem Eva-
kuieren auf 0,001 Torr liess man 20 ml entgaste konz. Schwefelsiure zufliessen. Das entweichende 4C-
Kohlendioxid kondensierte iiber eine zwischengeschaltete, aussen mit Trockeneis gekiihlte Falle in das
mit einem aus 307 mg (1,88 mmol) 4-Methyl-3-pentenbromid (5) und 57,2 mg (2,38 mmol) Magnesium-
spanen in 10 ml Ather bereiteten Grignard-Reagens beschickte und auf — 192° gekithlte Reaktionsgefiss.
Nach 30 Min. entfernte man die Kiihlung, beliiftete mit trockenem Stickstoff und rithrte 30 Min. bei 20°.
Dann zersetzte man mit 25 ml gesittigter wisseriger Ammoniumchlorid-Lésung, sduerte mit 2 m] konz.
Salzsiure an und arbeitete wie in [S] beschrieben auf. Die 1-['4C]-5-Methyl-4-hexensiure (5)1%) (Aus-
beute: 4,13 mCi; 83%) wurde nach dem Destillieren bei 100-110°/11 Torr in 10 ml Ather gelost und bei
0° mit 2 ml einer 2M Losung von Methyllithium in Ather (Fluka) versetzt. Nach 2 Std. Rithren bei 20°
pipettierte man die leicht triitbe Mischung auf eine kriftig gerithrte Mischung aus 20 g Eis und 20 ml I~
HCl, extrahierte die wisserige Phase erschopfend mit Ather und arbeitete wie iiblich auf [1]. Die weite-
ren Umsetzungen des 2-[!*C]-Methylheptenons (2-[14C]-6) (Ausbeute: 3,33 mCi; 81%) wurden wie in [1]
beschrieben durchgefithrt: Umsetzung mit Vinylmagnesiumbromid in Tetrahydrofuran lieferte 3-[*4C}-
Linalool (3-[4C]-7), das nach Filtration iiber 5 g Kieselgel (Fluierung mit Pentan/Ather 9:1) mit
2-Methoxypropen in 6-['4C]-Geranylaceton (6-['4C]-8) umgewandelt wurde. Der hieraus mit (Didthoxy-
phosphono)essigsiuremethylester erhaltene 7-['4C]-Farnesylsiuremethylester (7-{1*C]-9) wurde durch
prap. DC. mit Pentan/Ather 8:2 und Destillation bei 120°/0,01 Torr gereinigt. Ausbeute: 108,3 mg (41%).
Die Reduktion des 7-[14C]-9 zu 7-[!4C]-Farnesol (7-[!*C]-1) erfolgte mit Diisobutylaluminiumhydrid in
Ather. Radiochemische Ausbeute an bei 115-120°/0,01 Torr destilliertem 7-['4C]-1: 2,18 mCi (44%). -
GC.: (E,E): 40%, QE,6Z): 34%, 2Z,6E): 11%, (Z,Z): 10%, sowie 5% nicht identifizierter Beimengun-
gen. Radiodiinnschicht-Scanning zeigte ca. 2% radioaktiver Begleitstoffe in der Startzone des DC.

%) Angabe der Herstellerfirma «The Radiochemical Centre, Amersham, Buckinghamshire, England.

10y NMR.-Spektrum einer analog hergestellten Vergleichsprobe von 5-Methyl-4-hexensdure (5) (100
MHz; CCly): 12,20 (s; HOOC—); 5,08 (m; H-C(4)); 2,29 (d; J=1,5 Hz; 2H-C(2) und 2H-C(3));
1,67 (s; 3H-C(6)); 1,61 (s; 3H-C (5Y)).
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1.1.3. Herstellung der Injektionspriparate 11',12-PH]-7-[14C]-Farnesol (11',12-[H]-7-[14C]-1). -
1.1.3.1. Firr die Experimente 3.1 und 3.2 wurden 11 mg des 7-[1%C]-1 nach dem Mischen mit etwa 1 mg
des in [1] beschriebenen 11’,12-[3H]-Farnesols (11’,12-[*H]-1) (Stereoisomeren-Gemisch; spezifische
Aktivitat: 400 mCi/mmol) der prap. DC. unterworfen und anschliessend bei 120°/0,01 Torr destilliert.
Man bestimmte: 3H/4C=3,30+0,20.

1.1.3.2. 15 mg des 7-['*C]-1 wurden fir das Experiment 3.3 mit etwa 1 mg 11°,12-[3H])-1 wie unter
1.1.3.1 beschrieben vermischt. Man bestimmte: 3H/!4C= 5,16+ 0,30.

1.2. 5,6-[14C]-Farnesol (5,6-{14C]-1). - 12.1. 1,2-f14C]-1,2-Dehydrolinalool (10). 2,00 g Barium-
Spine wurden mit 198 mg !“C-Bariumcarbonat (1,0 mmol, spezifische Aktivitit: 55,2 mCi/mmol)®) in
einem Pyrex-Zentrifugenglas yermischt und mit 1,00 g Barium-Spinen iiberschichtet. Unter Argon erhitzte
man mit dem Bunsenbrenner bis zur Bildung einer schwarzen Carbid-Schmelze. Das nach dem Abkiih-
len mit dem Zentrifugenglas im Morser zerkleinerte Reaktionsgut wurde in einem auf — 80° gekiihlten
500 ml Rundkolben, in dem sich 10 g Eis befanden, eingebracht. Nach dem Evakuieren des Kolbens auf
0,01 Torr entfernte man die Kithlung und kondensierte das freigesetzte 4C-Acetylen in eine Gaspipette.
Zur Trocknung transferierte man nochmals bei —80°/0,01 Torr Endvacuum in eine zweite, auf — 192°
gekiihlte Gaspipette. Schliesslich wurde das radioaktive Acetylen in einen Mikroautoklaven [6] einkon-
densiert, in dem man zuvor aus 41,7 mg (6,01 mg-Atom) Lithium und 1,8 ml Ammoniak eine ammonia-
kalische Losung von Lithiumamid bereitet hatte. Zur Verdiinnung auf eine spezifische Aktivitit von
etwa 10 mCi/mmol brachte man mit Hilfe manometrischer Dosierung 107,4 mg (4,12 mmol) inaktives,
mit konz. Schwefelsdure gereinigtes Acetylen in den Autoklaven ein. Restgase wurden bei — 192°/0,01
Torr abgepumpt, der Autoklav auf einen Drehmotor gespannt und 3 Std. bei 22° gedreht. Anschliessend
pipettierte man bei — 192° unter strdémendem Stickstoff 733 mg (5,81 mmol) frisch destilliertes 6-Methyl-
5-hepten-2-on (6) in 1 ml Ather in den Autoklaven ein und liess weitere 18 Std. bei 22° reagieren. Da-
nach wurde der Autoklaveninhalt mit 2 ml 20proz. Salzsiure zersetzt, mit Ather und Wasser in einen
Scheidetrichter {ibergefithrt und die Atherphase mit Wasser neutral gewaschen. Die Reinigung erfolgte
durch Chromatographie an Aluminiumoxid (Woelm, neutral, Aktivititsstufe IT), wobei zunichst das
nicht umgesetzte Methylheptenon 6 mit Pentan/Ather 98:2 und anschliessend der radioaktive Propargyl-
alkohol 10 mit Ather eluiert wurden. Destillation im Kragenkélbchen lieferte 408 mg (2,68 mmol, 58%
bezogen auf Acetylen) 1,2-[14C]-1,2-Dehydrolinalool (10).

1.2.2. 5,6-[1C]-Farnesylsduremethylester (5,6-{1#CJ[-9). 408 mg (2,68 mmol) 1,2-{!4C]-1,2-Dehydro-
linalool (10) wurden in Gegenwart von 20,4 mg Lindlar-Katalysator und 2,04 mg Athyldisulfid ohne Lo-
sungsmittel bei RT. hydriert. Man filtrierte die Mischung iiber eine mit Filtrox gefiillte Glasfritte, wusch
mit Ather nach und erhielt nach dem Abdampfen des Athers 398 mg (96,3%) 1,2-[!4C]-Linalool (1,2-
['4C]-7), das gemiss GC. 98% 1,2-[14C]-7 enthielt. Die spezifische Aktivitat bestimmte man zu 10,47 mCi/
mmol. Die weiteren Umsetzungen erfolgten wie unter 1.1.2 und in [1] beschrieben. Uber das 4,5-[14C]-
Geranylaceton (4,5-[14C}-8) erhielt man 489 mg (1,95 mmol, 42,2% bezogen auf Acetylen) 5,6-['4C}-
Farnesylsduremethylester (5,6-{14C]-9) mit einer spezifischen Aktivitidt von 10,47 mCi/mmol. Miitels
Radiodiinnschicht-Scanning und GC. waren keine Verunreinigungen festzustellen. Die Stereoisomeren-
zusammensetzung war: (E,E): 44,8%, (2E,6Z): 34,5%, (2Z,6 E): 12,4%, (Z,Z): 8,3%. 98,0 mg des Stereo-
isomerengemisches von 5,6-[14C}-9 wurden durch prap. DC. mit Pentan/Ather 9:1 in zwei Fraktionen
aufgetrennt, von denen die schneller laufende (Rf 0,43) das (2Z,6 E)- und (Z,Z)-5,6-['“C)-9 enthielt.
Aus der langsamer laufenden Fraktion (Rf 0,39) erhielt man (E,E)- und (2E,62)-5,6-[}*C]-9. Die
(E,E)/(2E,6Z)-Mischung liess sich durch prap. DC. an mit Silbernitrat imprignierten Platten in Pentan/
Ather 8,5:1,5 in die radioaktive (E,E)- (Rf 0,30) und die (2 E,6Z)-Verbindung (Rf 0,35) 5,6-['4C}-9 auf-
trennen. Man erhielt 20,5 mg 5,6-[14C]-10, das gemiss GC. zu 91,5% aus dem (E, E)-Isomeren bestand.

1.2.3. Herstellung der Injektionspraparate 11’,12-[*H]-5,6-[1*C]-Farnesol (11,12-FH]-5,6-[14C]-1). -
1.2.3.1. Eine Mischung von 11,6 mg des in 1.2.2 beschriebenen 5,6-['*C]-Farnesylsiuremethylesters
(5,6-{14C]-9) [spezifische Aktivitit: 10,47 mCi/mmol; Stereoisomerenzusammensetzung: (E,E): 44,8%,
(QE,6Z): 34,5%, (2Z,6E): 12,4%, (Z,Z): 8,3%] und von 9,2 mg (E,E)-11",12-[3H]-9 [spezifische Aktivi-
tit: 32,0 mCi/mmol]'!) wurde mit DIBAH in Ather zu 11’,12-[*H]-5,6-['4C]-Farnesol (11’,12-[3H}-5,6-

11y Die spezifische Aktivitit von 32,0 mCi/mmol hatte man durch Verdiinnen von hochaktivem 7/,8-
[*H}-Linalool (7’,8-[3H}-7) (400 mCi/mmol) aus der in [1] beschriebenen Synthese mit inaktivem
Linalool erreicht und aus diesem Préaparat den Ester 11’,12-[?H]-9 gemass Schermna 2 synthetisiert {1].
Die Stereoisomeren von 11°,12-[3H}-9 ‘waren wie in 1.1.2 beschrieben mittels prap. DC. aufgetrennt
worden, wobei ein 11/,12-[3H]-9 mit 90% (E, E)-Isomerenanteil resultierte.
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['4C]-1) reduziert. Ausbeute: 17,1 mg (93%). Mittels DC., GC. und Radiodiinnschicht-Scanning waren
keine Begleitstoffe nachzuweisen. Man berechnete: 3H/14C = 2,43; gefunden: 3H/!14C =2,45+0,15.

1.2.3.2. Eine Mischung von 9,15 mg 5,6-['*C]-9 [spezifische Aktivitit: 10,47 mCi/mmol; 91,5%
(E,E)-9 vgl. 1.2.2] und 4,29 mg (E,E)-11",12-[3H]-9 [spezifische Aktivitit: 77,6 mCi/mmol}'?) wurde wie
iiblich mit DIBAH reduziert. Ausbeute an E,E-11",12-[3H]-5,6-[!4C]-Farnesylsiuremethylester: 10,79 mg
(90,5%). Mittels DC., GC. und Radiodiinnschicht-Scanning waren keine radiochemischen Verunreini-
gungen festzustellen. Man berechnete: 3H/!4C=347; gefunden: *H/'¥C=3,99+0.3 mittels Uberfiih-
rung von (E,E)-11°,12-[3H}-5,6-[14C}-1 in sein 3,5-Dinitrobenzoesiurederivat und Umkristallisation bis
zur Radiokonstanz. .

3. Einbauversuche. - Die Methodik der Vorlduferapplikation und der Isolierung des Cantharidins
sowie der Abbaureaktionen von Cantharidin wurde bereits in [1} beschrieben.

Experiment 3.1, 5,71 mg (371 puCi 3H; 112,5 puCi 4C) 11,12-[3H]-7-[14C]-Farnesol (Stereoisomeren-
gemisch) (siehe 1.1.3.1) wurden 6 & Lyua vesicatoria L. (Meloidae, Coleoptera) injiziert. Die Insekten
stammten aus einer Labor-Zucht!3). Nach 14 Std. war ein Kifer tot. Nach 22 Std. wurden die restlichen
eingefroren und alle zusammen mit 47,0 mg inaktivem Cantharidin aufgearbeitet.

Experiment 3.2. 2,17 mg (141 pCi 3H; 42,8 uCi 14C) 11",12-[*H}-7-["4C}-Farnesol (Sterecisomerenge-
misch) aus 1.1.3.1 wurden 5 8 Lytta vesicatoria L. injiziert, die aus einer Labor-Zucht!3) stammten. Alle
Kifer befanden sich am Ende der Versuchsdauer von 21,5 Std. in gutem Zustand. Sie wurden mit
59,6 mg inaktivem Cantharidin aufgearbeitet.

Experiment 3.3. 2,64 mg (272 uCi 3H; 52,8 uCi 14C) 11',12-[3H}-7-[4C]-Farnesol (Stereoisomerenge-
misch), siehe 1.1.3.2, wurden 5 & Lytta vesicatoria L. injiziert, die aus einer Labor-Zucht'?) stammten.
Alle Kifer befanden sich bei Ende der Versuchsdauer von 22 Std. in gutem Zustand. Sie wurden mit
53,3 mg inaktivem Cantharidin aufgearbeitet.

Experiment 3.4.1.-3.4.4. 434 mg (246 pCi 3H; 102 puCi “C) 11,12-[*H}-5,6-[14C]-Farnesol (11’,12-
[*H]-1: 90% (E,E)-1; 5,6-{14C]-1: Stereoisomerengemisch), siche 1.2.3.1, wurden 24 & Lytta vesicatoria L.
injiziert, die in der Provinz Palermo, Sizilien, gesammelt worden waren. Nach einer Versuchsdauer von
24 Std. waren zwei Kifer tot. Die Tiere wurden in Gruppen von 6 Exemplaren mit jeweils 90,0 mg inak-
tivem Cantharidin aufgearbeitet.

Experimente 3.5.1. und 3.5.2. 2,33 mg (231 pCi 3H; 66 uCi '%C) (E,E)-11",12-[3H]-5,6-['4C]-Farnesol,
siche 1.2.3.2, wurden 12 8 Mylabris variabilis Pall. (Meloidae, Coleoptera) injiziert, die im Kanton
Wallis gesammelt worden waren. Nach 26 Std. waren zwei Kifer tot; die iibrigen Tiere wurden in zwei
Gruppen von je 5 Exemplaren mit jeweils 90,0 mg inaktivem Cantharidin aufgearbeitet.
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12y Die spezifische Aktivitit von 77,6 mCi/mmol hatte man durch Verdiinnen von hochaktivem 6’,7-
[*H]-6-Methyl-5-hepten-2-on (6',7-[*H]-6) (429 mCi/mmol) aus der in [1] beschriebenen Synthese
mit inaktivem 6 erreicht und aus diesem Préparat den Ester 11/,12-[’H}-9 gemiss Schema 2 syntheti-
siert; die Stereoisomeren waren wie in 1.1.2 beschrieben aufgetrennt worden, es resultierte 11/,12-
(*HI-9 mit 8%% (E,E)-9.

13)  Vgl. Fussnote 3 und [13].





