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Acylierte Serinderivate: eine einzigartige Klasse von Arthropoden-
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Spinnen sind von groBer Okologischer Bedeutung, da sie
wichtige Fressfeinde terrestrischer Insekten sind. Wahrend
der Balz nutzen viele Arten aufler anderen Reizen die che-
mische Kommunikation. Diese ist bei Spinnen jedoch kaum
erforscht, besonders im Vergleich mit anderen Arthropoden
wie Insekten oder Milben. Typischerweise verwenden Spin-
nen Seide fiir unterschiedliche Aufgaben. Partneranziehung,
Initiierung der Balz und andere wichtige Aspekte der Spin-
nenfortpflanzung werden offenbar von Pheromonen ausge-
16st, die sich auf der Seide oder auf dem Korper der weibli-
chen Spinne befinden."? Fast alle der wenigen bisher iden-
tifizierten Spinnenpheromone unterscheiden sich strukturell
von bekannten Insektenpheromonen. Hier berichten wir von
der Identifizierung des ungewohnlichen Methylesters von N-
3-Methylbutyryl-O-(S)-2-methylbutyryl-L-serin (3) als ein
Sexualpheromon der Weibchen der Australischen Rotrii-
ckenspinne Latrodectus hasselti. Diese Verbindung zéhlt zu
einer neuen Klasse von Sekundidrmetaboliten: N,O-diacy-
lierten Serin-Derivaten.

Trotz vieler Berichte iiber die Bedeutung der chemischen
Kommunikation bei Spinnen!"! gelang bisher nur die Identi-
fizierung von fiinf Spinnenpheromonen. Das Estolid von zwei
(R)-3-Hydroxybuttersiure-Einheiten, (R,R)-3-(3-Hydroxy-
butyryloxy)buttersdure, induziert das Netzabbauverhalten
der Minnchen von Linyphia triangularis (Linyphiidae).” Das
S-Enantiomer der asymmetrischen Dimethylcitronensédure
16st bei den Ménnchen der Amerikanischen Wanderspinne
Cupiennius salei Werbeverhalten aus.! 8-Methyl-2-nonanon,
das von den Weibchen der Wiistenspinne Agenelopsis aperta
abgesondert wird, zieht die Mannchen an und induziert auch
die Balz.P! Weiter wurde berichtet, dass ein Gemisch von
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Fettsiuren bei der groBen Winkelspinne Tegenaria atrica®®”

als Sexualpheromon fungiert, wihrend (E,E)-Farnesylacetat
und Hexadecylacetat als Pheromone bei Pholcus beijingensis
identifiziert wurden.®

Die Echten Witwen (Latrodectus, Theridiidae) sind von
besonderem Interesse fiir Menschen, da sie unter anderem
neurotoxische Gifte produzieren,”! aber auch oft in riumli-
cher Ndhe zu Menschen leben. Verhaltensbeobachtungen
haben ergeben, dass die Netze der weiblichen Witwen
Pheromone enthalten, die die Ménnchen anziehen, die Balz
auslosen und die Unterscheidung des Fortpflanzungsstatus
des Weibchens, seiner Herkunftspopulation und seiner Art
ermoglichen.'"'¥) Beispielsweise werden die Minnchen von
L. hesperus und L. hasselti durch fliichtige Signalstoffe zum
Netz der Weibchen gelockt.['1?]

L.-hasselti-Mannchen zeigen Balzverhalten auf Netzen
von erwachsenen virginen Weibchen, wahrend Netze, die von
einem begatteten Weibchen, von Jungtieren oder von
Minnchen gebaut wurden, keine Reaktion hervorrufen.!'*]
Experimente haben ergeben, dass unbegattete Weibchen ein
Pheromon auf das Netz aufbringen. Diese Verbindung kann
mit Methanol extrahiert werden und bei Auftragen auf ein in
der Nihe befindliches Filterpapier Such- und Balzverhalten
bei Minnchen hervorrufen.!'"! Aus diesem Grund waren wir
an der Identifizierung des Balz-induzierenden Pheromons
interessiert.

Seide von unbegatteten (aktiv) und begatteten (inaktiv)
Weibchen wurde wéhrend einiger Wochen gesammelt und
mit Methanol extrahiert. Beide Extrakte wurden analysiert,
um die spezifischen Verbindungen der aktiven Seide, die
potenziellen Pheromonkandidaten, zu identifizieren. Nach
Derivatisierung mit N-Methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoracet-
amid (MSTFA) zur Verdampfung polarer Verbindungen
wurden die Extrakte mit GC-MS analysiert (Abbildung 1).
Dieses Verfahren erméglicht einen relativ breiten Uberblick
iber die vorhandenen Verbindungen auf der Seide. Wéahrend
einige Lipide, Kohlenhydrate, Aminosduren und Sduren in
beiden Arten von Seiden vorkamen, gab es zwei Verbindun-
gen, A und B, die spezifisch fiir Extrakte der aktiven Seide
waren. Die Analyse des Massenspektrums und ein Vergleich
mit einer synthetischen Probe ergaben, dass es sich bei A um
N-Acetyldopamin (4) handelt. B wies ein ungewohnliches
Massenspektrum auf (Abbildung 2). Es enthielt keine Tri-
methylsilylgruppen, ein Anzeichen fiir das Fehlen von jegli-
cher Hydroxy-, Amino- oder Sduregruppe. Zusitzliche Ana-
lysen mit GC-CI-MS und hoch auflésender GC-MS belegten,
dass das Molekiilion einen m/z-Wert von 287.1754 aufweist,
was in Einklang mit der Summenformel C,,H,sN;Os (ber.
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Abbildung 1. Gaschromatogramme der Methanolextrakte von Latrodec-
tus-hasselti-Seide nach Trimethylsilylierung mit MSTFA. a) Seide von
virginen Weibchen, b) Seide von begatteten Weibchen.
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Abbildung 2. Massenspektrum und Fragmentierungsschema des Me-
thylesters von N-3-Methylbutyryl-O-2-methylbutyryl-L-serin (3), einem
Seidenbestandteil juveniler Weibchen von Latrodectus hasselti.

HR-MS 287.1733) mit drei Doppelbindungsiquivalenten ist.
Die Fragmente mit m/z 57 (C;Hy) und 85 (CsH,0,) lieBen auf
das Vorhandensein einer Pentanoylgruppe schlieen. Diese
Gruppe schien zweimal vorzukommen, einmal gebunden an
ein Sauerstoffatom und einmal an ein Stickstoffatom, da zwei
Ionen mit m/z 102 gefunden wurden: 102.05658 entsprechend
CsH,,O, (ber. 102.06808) und 102.09259 entsprechend
CsH,N, 0, (ber. 102.09188). Das Ion mit m/z 60 (C,H,0,)
sowie die kleinen Tonen [M—32]" und [M—59]" deuteten das
Vorliegen einer Methylestergruppe an. Extrakte beider Sei-
denarten wurden NMR-spektroskopisch analysiert. In den
Spektren zeigten sich viele Signale, ein CO-CH(NH)-CH,-
Spinsystem war jedoch nur bei der aktiven Seide zu sehen
(siehe die Hintergrundinformationen). Die MS- und NMR-
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Daten stimmten mit einem Serinmethylester tiberein, der am
O- und am N-Atom mit einer Pentanoylgruppe acyliert ist.

Zur Verifizierung dieses Vorschlags wurde Serinmethyl-
ester mit einem Gemisch aus Pentansédure, 2-Methylbutter-
sdure, 3-Methylbuttersdure und Pivalinsdure acyliert, den vier
moglichen Cs-Sdureisomeren. Ein gebildetes Produkt war in
seinem Massenspektrum und seiner gaschromatographischen
Retentionszeit identisch mit dem Naturstoff, was unseren
ersten Strukturvorschlag bestitigte. Nach der Synthese eini-
ger Strukturisomere stellte sich heraus, dass es sich beim ge-
suchten Naturstoff um N-3-Methylbutyryl-O-2-methylbuty-
rylserinmethylester (3) handelt, da diese Verbindung identi-
sche analytische Daten zum Naturstoff aufwies. 3 ist ein un-
gewohnliches, unsymmetrisches, N,O-acyliertes Serin-Deri-
vat, iiber das bisher noch nicht als Naturstoff berichtet wurde.
Zusitzlich waren kleinere Mengen des verwandten N-3-Me-
thylbutyryl-O-methylpropanoylserinmethylesters (5, Verbin-
dung C in Abbildung 1) in der aktiven Seide vorhanden.

Einige Enantiomere von 3 wurden anschlieend synthe-
tisiert, um ihre biologische Aktivitidt zu ermitteln. Der fert-
Butoxycarbonyl-geschiitzte L-Serinmethylester (1) wurde mit
(S)-2-Methylbuttersdure acyliert. Nach Entfernen der
Schutzgruppe wurde die 3-Methylbutyrylseitenkette durch 3-
Methylbuttersdurechlorid (Schema 1) eingefiihrt. Auf gleiche
Weise wurden einige andere Enantiomere und Diastereo-
mere synthetisiert.
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Schema 1. Synthese von 3 und Strukturen von anderen netzspezifi-
schen Verbindungen der Weibchen. a) (S)-CH;CH,CH(CH;)COCI,
DMAP; b) CF,COOH, ¢) CH,CH (CH5)CH,COCI, DMAP.

DMAP = 4-Dimethylaminopyridin.

Die absolute Konfiguration des von der Spinne produ-
zierten Naturstoffs 3 wurde durch Gaschromatographie an
einer chiralen Phase aufgekldrt. Alle vier Enantiomere
konnten auf einer Lipodex-Séule teilweise getrennt werden.
Nur das L,S-Enantiomer wird von der Spinne produziert
(Abbildung 3). Diese Konfiguration war zu erwarten, da sie in
Serin und natiirlicher 2-Methylbuttersdure, die biosynthetisch
aus Isoleucin gebildet wird, vorkommt.
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Abbildung 3. Gaschromatogramme von natiirlich auftretendem 3 und
synthetischen Referenzverbindungen auf einer chiralen Lipodex-G-
Saule. a) Alle Stereoisomere von 3, b) Koinjektion von (L,5)-3 und allen
Stereoisomeren, c) natiirliche Probe von 3, d) Koinjektion der natuirli-
chen Probe und aller Stereoisomere.

Ein von uns entwickelter Biotest!'¥ wurde verwendet, um
die Aktivitdt der synthetisierten Verbindungen mit Minn-
chen von L. hasselti zu testen. N-Acetyldopamin (4) erwies
sich als inaktiv, da sich kein Unterschied im Interesse der
Minnchen zum Losungsmittel als Referenzprobe beobachten
lie. Dagegen l6sten 100 pg des L,S-Esters 3 hohe Aktivitdten
der Minnchen aus. Die Aktivitdt war abhéngig von der Mo-
lekiilkonfiguration: Nur die L,S-Verbindung initiierte eine
Reaktion der Mannchen, wihrend alle anderen getesteten
Isomere ignoriert wurden (Abbildung 4). Die korrekte Kon-
figuration sowohl im Aminosédure- als auch im Methylbut-
tersdureteil ist offensichtlich sehr wichtig, um eine positive
Reaktion zu erhalten. Auch ein Gemisch der Seitenketten-
epimere (L,5)-3 und (L,R)-3 ((L,S/R)-3) ist nicht aktiv. Diese
Beobachtung konnte zeigen, dass ein falsches Stereoisomer
die positive Reaktion des Minnchens verhindert, ein Phéi-
nomen, das bisher nicht bei Spinnen beobachtet wurde, aber
wiederholt bei Insekten.'”! Die Mindestmenge zum Hervor-
rufen einer Reaktion in unserem Test betrug 25 pg (L,S)-3,
wihrend 1 pg inaktiv war (Abbildung S1 in den Hinter-
grundinformationen).
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Abbildung 4. Biotest-Ergebnisse. Zeit, die die Mannchen mit Suchen
und Werben auf Filterpapier verwenden, das mit 100 pL einer

1 pgmL™' Lésung der Testverbindungen behandelt worden ist.
Meth.: Methanol, Lé6sungsmittel.

Wir haben hier das erste von einer Aminosédure abgelei-
tete Sexualpheromon aus Spinnen beschrieben, N-3-Methyl-
butyryl-O-(S)-2-methylbutyryl-L-serinmethylester (3). Dieses
Pheromon definiert zusammen mit 5 eine neue Klasse von
Naturstoffen, N,O-bisacylierten Serinderivaten. Die einzigen
anderen bekannten Aminosdurepheromone sind die Me-
thylester von Valin, Leucin und Isoleucin, die nur aus einer
Insektengattung, den Blatthornkéfern Phyllophaga spp., be-
kannt sind."*"® Der Gebrauch von Aminosiurederivaten als
Sexualpheromonen kann wichtige Konsequenzen fiir die
Evolution der sexuellen Kommunikation in diesen Arten
haben. Urspriinglich wurde angenommen, dass die Phero-
monproduktion nur wenige physiologische Kosten fiir die
meisten Insekten mit sich bringt, obwohl dieser Aufwand fiir
die Aufrechterhaltung eines verlédsslichen Signals wéhrend
der Evolution entscheidend ist."”! Diese Ansicht wurde
kiirzlich infrage gestellt, aber es gibt nur wenige Beispiele fiir
eine kostenintensive Pheromonproduktion.”>?!) Die Pro-
duktionskosten von Aminosidure-abgeleiteten Pheromonen,
wie dem hier identifizierten, konnten mithilfe anderer phy-
siologischer Prozesse gedeckt werden. Zukiinftige Studien
zur Produktion dieser neuer Pheromonklasse sollten in
diesem Zusammenhang sehr aufschlussreich sein.

Vier der sieben nun bekannten Pheromone von Spinnen
sind biosynthetisch nah verwandt mit Primdrmetaboliten wie
Aminosiuren (3), Citronensiure (Cupilure® und der im
vorhergehenden Artikel identifizierte Methylcitronensédure-
trimethylester)® oder 3-Hydroxybuttersiure (Fettsdureme-
tabolismus), wihrend ein Pheromon ein Gemisch von Fett-
sduren ist und der Rest eher typischen Insektenpheromonen
dhnelt. Bislang ist es noch zu friih, generell festzustellen, dass
Spinnen bevorzugt Pheromone aus Primidrmetaboliten her-
stellen, doch sollte diese Frage durch weitere Untersuchun-
gen zur Struktur und Biosynthese von Spinnenpheromonen
geklart werden konnen.
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