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Die Chemie der Pheromone von Arachniden und insbe-
sondere von Spinnen hat nicht die gleiche Aufmerksamkeit
wie die von Insektenpheromonen erhalten,!!! obwohl Spinnen
weitverbreitet vorkommen, fiir viele Okosysteme wichtig und
artenreich sind. Es ist bekannt, dass Seide als Pheromon-
substrat von verschiedenen Spinnen verwendet wird.?! Trotz-
dem konnte bisher erst ein Pheromon identifiziert werden.P!
Die groBe tropische Jagdspinne Cupiennius salei (Ctenidae)
benutzt ihren Sicherungsfaden als chemischen Wegweiser,
den sie in der Umwelt zuriicklésst. Ein einzelner Faden ruft
das Werbungsverhalten in arteigenen Ménnchen hervor. Die
Minnchen erkennen das chemische Signal durch Untersu-
chung des Seidenfadens mit ihren Pedipalpen und fangen
daraufhin an zu vibrieren. Auf diese durch das Substrat
iibertragenen Signale antwortet das Weibchen ebenfalls mit
Vibrationen.™ Im Folgenden berichten wir iiber die Identifi-
zierung und die Synthese des weiblichen werbungsinduzie-
renden Pheromons.

Mit Hilfe einer elektrisch betriebenen Wickelmaschine
konnen 5-10mg Seide innerhalb einer Woche aus der
Spinndriise einer immobilisierten, aber wachen Spinne ge-
zogen werden. Mit dieser Seide wurde ein Biotest entwickelt,
um das aktive Prinzip identifizieren zu konnen. Dabei
wandern die Spinnen durch einen Glaskanal, der mit Filter-
papier abgedeckt ist, und treffen auf ihrem Weg auf natiirliche
oder chemisch modifizierte Seidenfdden. Das charakteristi-
sche Vibrationsverhalten wurde durch Seide von erwachsenen
Weibchen ausgelost.’) Dagegen war Seide von Minnchen
oder jugendlichen Weibchen inaktiv. Die aktive Seide wurden
mit verschiedenen Losungsmitteln extrahiert. Diese Extrakte
wurden dann auf inaktive Seide aufgebracht, um sie auf ihre
Aktivitét hin zu testen. Methanolextrakte gaben gute Ergeb-
nisse und wurden fiir die weiteren Analysen verwendet.

Mit der bei Pheromonuntersuchungen iiblicherweise ver-
wendeten GC-MS-Methode konnte nur Pyroglutaminsiure-
methylester identifiziert werden. Beide Enantiomere riefen
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jedoch im Biotest keine Antwort hervor. Daraufhin wurden
NMR-Untersuchungen durchgefiihrt. Uberraschenderweise
fand sich in aktiven Extrakten, die mit deuteriertem Methanol
erhalten wurden, nur eine Hauptverbindung, die in inaktiven
Seidenproben nicht auftrat (Abbildung 1). Das Spektrum
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Abbildung 1. 'H-NMR-Spektrum eines Seidenextrakts (CD;OD) von
erwachsenen weiblichen Cupiennius-salei-Spinnen (A) sowie deren Ménn-
chen (B). Pfeile bezeichnen charakteristische Signale; e: Ethanol (Verun-
reinigung), s: Losungsmittel.

zeigte Signale zweier verschiedener CH;-Gruppen und zweier
unterschiedlicher CH,-Gruppen, die jeweils diastereotope
H-Atome besaBBen. Das Spektrum stimmt mit der Struktur
des unsymmetrischen Citronensduredimethylesters 1 tiberein.
Dieser Ester, der unseres Wissens noch nicht als Naturstoff
beschrieben worden ist, wurde dann als Racemat syntheti-
siert, um die Struktur zu beweisen.!®!

Der Vergleich der Spektren des synthetischen Materials
und der natiirlichen Verbindung wies einige Differenzen bei
den chemischen Verschiebungen der CH,-Gruppen auf. Weil
diese Werte vom pH-Wert abhidngen und wegen der An-
wesenheit von Ionen in den Extrakten wurden Mischungsex-
perimente durchgefiihrt. Eine natiirliche Probe wurde mit der
gleichen Menge synthetischen Materials versetzt, wobei
Benzol als interner Standard verwendet wurde. Das NMR-
Spektrum zeigte nur einen Satz von Signalen und bewies
somit, dass der unsymmetrische Citronensduremethylester 1
tatsdchlich der Naturstoff ist.

AnschlieBend wurden beide Enantiomere synthetisiert, um
die absolute Konfiguration des Naturstoffs zu bestimmen
(Schema 1). Sowohl (R)- als auch (S)-Apfelsiure 2 wurden
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Schema 1. Synthese von (S)-Cupilure (S)-1: a) H*, Pivalaldehyd; b) Li-
HMDS, dann CH,=CHCH,Br; c) 5 Aquiv. BF;-Et,0, MeOH; d) RuCl;,
NalO,, CCl,, MeCN, H,0. HMDS = Hexamethyldisilazanid.
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mit Pivalaldehyd in die entsprechenden Dioxolanone 3
uberfiihrt, die anschlieBend nach der Seebach-Methode mit
Allylbromid alkyliert wurden.[”! Die so erhaltenen Allyldi-
oxolanone 4 wiesen ein Enantiomerenverhiltnis von 96:4 auf.
Mit BF;- OEt, in Methanol in groBem Uberschuss wurden in
einem Schritt das Acetal gespalten und die Sduregruppen
verestert. Die abschlieBende oxidative Spaltung der Doppel-
bindung in 5 mit RuO,® lieferte jeweils die gewiinschten
Enantiomere (R)- und (S)-1 mit hohem Enantiomerenver-
hiltnis (96:4).

Der Vergleich des synthetischen Materials mit dem natiir-
lichen Produkt durch Gaschromatographie an einer chiralen
Phase bewies die bevorzugte (S)-Konfiguration (e.r.=95:5)
des natiirlichen Esters (Abbildung 2). Die Trennung war erst
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Abbildung 2. Gaschromatographische Trennung von Dimethylcitrat 1 an
einer chiralen Phase (25 m, 50 % Heptakis(6-O-TBDMS-2,3-di-O-acetyl)-
B-cyclodextrin und 50 % OV1701,1% 110 °C isotherm) nach Umwandlung in
die entsprechenden Isopropylester 6. Synthetisches (S)-1 (A), rac-1 (B) und
natiirlicher Seidenextrakt, der 1 enthdlt (C). Die stereochemischen
Deskriptoren beziehen sich auf die Stammverbindung 1.

nach Umwandlung von 1 in den Isopropylester 6 mit
Isopropanol/Acetylchlorid moglich. Unter den Derivatisie-
rungsbedingungen wurde das Enantiomerenverhéiltnis nicht
verdandert. Das Racemat lief} sich nur an der Cyclodextrin-
phase Heptakis(6-O-TBDMS-2,3-di-O-acetyl)-S-cyclodextrin
(in 50% OV1701)"! trennen (TBDMS = tert-Butyldimethyl-
silyl), obwohl verschiedene andere Phasen getestet wurden.

Verhaltensexperimente mit dem synthetischen Material,
das auf inaktive Seide aufgetragen wurde, bewiesen, dass (5)-
1 das méinnliche Werbungsverhalten auslost, wohingegen das
(R)-Enantiomer inaktiv ist.”] Das synthetische (S)-1 ermog-
lichte erstmals die elektrophysiologische Identifizierung eines
Pheromonsensillums in einer Spinne.’! Diese Sensillen sind
Kontaktchemorezeptoren auf den Pedipalpen. Einzelzell-
ableitungen wurden mit einem elektrolytisch geschérften
Wolframdraht durchgefiihrt; die zweite Elektrode wurde in
die Spitze einer Pedipalpe eingefiihrt. Die Kontaktfldche
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eines einzelnen Sensillums mit dem Sicherungsfaden ist
0.03 um?. Diese Flidche enthilt hochstens 170000 Pheromon-
molekiile, weil sich maximal 1pug Pheromone von 20 m
Sicherungsfaden extrahieren lassen.

Unsere Resultate der chemischen Analyse, der Elektro-
physiologie der Pheromonsensillen und der Verhaltenstests
zeigen eindeutig, dass 1, fiir das wir den Namen Cupilure
vorschlagen, ein auf der Spinnseide vorliegendes Kontakt-
pheromon von weiblichen Cupiennius-salei-Spinnen ist. Cu-
pilure ist strukturell nicht mit anderen bekannten Pheromo-
nen verwandt. Das einzige andere bisher bekannte Kon-
taktpheromon von Spinnen ist (R,R)-3-(3-Hydroxy-
butyryloxy)buttersidure, die ein Netzreduktionsverhalten der
Minnchen von Linyphia triangularis hervorruft.’] Beide Ver-
bindungen sind biosynthetisch sehr eng an den Primérstoft-
wechsel angelehnt: Cupilure kann leicht aus der iiberall
vorkommenden Citronensdure durch doppelte Methylierung
gewonnen werden, wihrend die Linyphia-Verbindung ein
einfaches Kondensationsprodukt von (R)-3-Hydroxybutter-
sdure ist, ein wichtiges Intermediat in der Fettsdurebiosyn-
these. Solche engen Verbindungen zum Primérstoffwechsel
sind von Insektenpheromonen nicht bekannt. Ob dieses ein
generelles Merkmal von Spinnenpheromonen ist, das ihre
karnivore Lebensweise widerspiegelt, kann nur durch weitere
Studien festgestellt werden. Jiingst gelang uns die Identifizie-
rung eines fliichtigen Spinnenpheromons, dem 8-Methyl-2-
nonanon, das eher den Insektenpheromonen dhnelt.['"]
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