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86. Einbauversuche mit Geraniol und Farnesol in Cantharidin 
4. Mitteilung zur Biosynthese des Cantharidins')*) 

von Martin G. Peter3)4), Wolf-Dietrich Woggod), Christian Schlatter6) und Hans Schmid? 

Organisch-chemisches Institut der Universitat Zurich, Ramistrasse 76, CH- 8001 Zurich 

(9.2.77) 

On the incorporation of geraniol and farnesol into cantharidin 

Summary 

Earlier investigations [ 11 have shown that cantharidin (1) is biosynthesized by 
the male Lytta vesicatoria L. {Meloidae, Coteoptera) from the common terpenoid 
precursors mevalonate and farnesol(3). To prove if geraniol (2) is incorporated via 
farnesol (3) into cantharidin (1) the following geraniols have been synthesized and 
injected into either larvae or male adult Lytta vesicatoria, partly in a mixture with 
synthetic 1 l', 12-[3H]-farnesol as an internal standard: 2-[14C]-, 7-[14C]-, 7', 8- 
[14C]-, 7'. 8- [3H]-geraniol. Unexpectedly, geraniol (2) was not specifically 
incorporated into cantharidin (1) perhaps due to its higher toxicity or its faster 
degradation relative to the other precursors before incorporation. The incorporation 
of U-[ ''C]-leucine, U-[ 14C]-isoleucine and l-[14C]-glucose into cantharidin (1) via 
their metabolites is evident by degradation studies, whereas 1-[ 14C]- and 2-[I4C]- 
glycine do not serve as precursors for cantharidin (1). 

1. Einleitung. - In einer friiheren Arbeit wurde gezeigt, dass Cantharidin (l), der 
charakteristische Inhaltsstoff der Kafer Lytta vesicatoria L. (ccspanische Fliegei), 
Meloidae, Coleoptera) von den Insekten aus Acetat bzw. Mevalonat biosynthetisiert 
wird [2]. Nach Applikation von 1-[ 14C]-Acetat und 2-[I4C]-Mevalonat an mann- 
liche adulte Tiere wurde die in Tab. 1 wiedergegebene Aktivitatsverteilung im 
Cantharidin gefunden. Die Einbaurate betrug ca. 0,2%7). Die Resultate wurden im 
wesentlichen von Giinther, Ramstad & Floss [3] bestatigt. Weibliche Lytta vesicatoria 

3. Mitt. siehe [ 11. 
Korrespondenzautor: W. -D. Woggon. 
Teil der Dissertation, Universitat Zurich 1973. 
Neue Adresse: Institut fur Organische Chemie und Biochemie der Rheinischen Friedrich-Wilhelms- 
Universitat Bonn, Max-Planck-Str. 1, D-5300 Bonn. 
Teil der Dissertation, Universitat Zurich 1975. 
Neue Adresse: Institut fur Toxikologie der ETH und der Universitat Zurich, Schorenstrasse 16, 
CH- 8603 Schwerzenbach. 
Die Einbaurate bezieht sich auf die insgesamt aus den Insekten extrahierbare Radioaktivitat 
(= 1o05/0). 
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Tabelle 1 .  Isopenverteilung im Cantharidin nach Injektion von I-[14C]-Acetat bzw. 2-['4C]-Mevalonat [2] 
(Angaben in % der Totalaktivitat) 

Acetat-Experiment Mevalonat-Experiment 

Cantharidin 100 100 
C(2), C(3h C(8) und C(9) 67 18 
C(2) und C(3) 66 < 1  
C(8) und C(9) < I  17 
C(lO)undC(ll) < 1  20 

bauten diese Vorlaufer nicht in Cantharidin ein. Das aus 2-3 Wochen alten 
weiblichen Insekten isolierbare Cantharidin stammt, wie kurzlich nachgewiesen 
wurde [I], von den mannlichen Kafern. Nach Injektion von 2-[3H, 14C]-Mevalonat 
in mannliche Lytta vesicatoria wird das biosynthetisierte Cantharidin wahrend der 
Kopulation praktisch quantitativ in die Weibchen ubertragen und anschliessend an 
das Eigelege weitergegeben [4]. 

C H 3  

1 

Aufgrund der in Tab. 1 dargestellten Befunde ergibt sich, dass Cantharidin (1) 
weder durch Schwanz-Schwanz-Verknupfung von zwei Isopreneinheiten noch aus 
Geraniol (2), via eine Verschiebung der Methylgruppe H3C (3') aufgebaut wird 
(Schema I ) .  Im ersten Fall miisste nach Applikation von 2-['4C]-Mevanolat das 
durch Schmidt-Abbau des Cantharidins aus C (10) und C (1 1) gebildete CO, und die 
durch Kuhn-Roth-Abbau aus C (2) ,  C (3), C (8) und C (9) entstandene Essigsaure 
die gesamte Aktivitat des Cantharidins enthalten. Im zweiten Fall ware eine Aktivi- 
tatsverteilung gemass Formel 1 a zu erwarten. Dagegen ist die Isotopenverteilung 
(Tab. 1) mit einer Biosynthese des Cantharidin (1) aus drei Isopreneinheiten 
vereinbar. 

Schema I 
un PU- 

0 

2 l a  

3 
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In der Folge wurde gezeigt [ 5 ] ,  dass 2-[14C]-Farnesol (2-[l4C]-3) zu ca. 1% von 
mannlichen Lytta vesicatoria in Cantharidin (1) eingebaut wird, wobei uber 85% der 
Totalaktivitat des Cantharidins in einer der beiden Carboxylgruppen lokalisiert 
war. Bei Applikation von l-['4C]-Farnesol ( 1-[I4C]-3) oder 2-[ I4C]-Geraniol (2-[ 14C]- 
2) war der Einbau um den Faktor 100 geringer. Demnach kommt Farnesol (3) als 
biogenetischer Vorlaufer fur Cantharidin (1) in Frage. 

Nachstehend wird iiber Experimente mit 2-[I4C]-, 7-[ "CI-, 7'. 8- [ 14C]- und 
7', 8-[3H]-Geraniol und 1 l', 12- [3H]-Farnesol als mogliche Cantharidinvorlaufer 
berichtet sowie iiber Experimente mit 1 -[I4C]- und 2 4  14C]-Glycin, U-[ 14C]-Leucin, 
U-[ ''C]-Isoleucin und 1 -[ 14C]-Glucose. 

2. Synthese von radioaktiv markierten Geraniolen und von radioaktiv markiertem 
Farnesol. - 2-[14C]-Geraniol (2-[ 14C]-2; (E)/(Z) = 4: 1-Gemisch) wurde nach [6] 
hergestell?). Das 7-[ 14C]-Geraniol (7-[14C]-2) wurde gemass Schema 2 aus 2-[14C]- 

Schema 2 

CH2'CHMqBr + 0 k C H 2  

CH3 CH3 

5 OCH3 

II 
(C&O)2PCH2COOCH3 0 

CH2'CHMqBr 6'7H3 I I  

0 
II 

(CzH5O!-f - CH2COOCH3 1 7 

I D IBAH . 
Wir danken Herrn Prof. Dr. A .  R. Battersby (Cambridge) fur  ergiinzende Angaben. 
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Aceton (2-[I4C]-4) gewonnen, wobei es sich im wesentlichen um bekannte Reak- 
tionsstufen handelte, die dem Millimol-MaBstab angepasst wurden (siehe exper. 
Teil). Das Endprodukt stellte ein Gemisch von 82% Geraniol, 12% Nerol und 6% 
Citronello19) dar. Die Radioausbeute betrug 32%. 7', 8-[ ''C]-Geraniol (7', 8- 
[I4C]-2) wurden ebenfalls gemass Schema 2 hergestellt. In diesem Fall wurden 
die (E), (2)-isomeren Geranylsaure-methylester (8) chromatographisch an Kieselgel 
getrennt. Die (E)-Verbindung 8 gab nach Reduktion ein (E)-7', 8-1 14C]-Geraniol 
(7', 8-[ l4C]-2>, das noch 7% Nerol und 10% Citronello19) enthielt. 7-[14C]-Geraniol 
(7-[14C]-2) wurde nach Abschluss dieser Arbeit in ahnlicher Weise auch von Durst & 
Leete [8] liergestellt. 

Zur fjberprufung der Spezifitat der Markierung wurde eine Probe 7-[I4C]- 
Geraniol (7-[ 14C]-2) nach Verdunnung mit inaktivem reinem Material dem im 
Schema 3 dargestellten oxydativen Abbau unterzogen [9]. Die Resultate sind in 
Tab. 2 wiedergegeben. Danach sind uber 99% der Radioaktivitat an C(7) lokalisiert. 

Tabelle 2. Durch Abbau bestimmte Isotopenverteilung in 7-[14C]-Geraniol (7-[14C]-2) 

Derivat rel. Aktivitat (%) 

Lavulinsaure-p-bromphenacylester (13) 0,23 
Jodoform (15) 0,04 

Essigsaure-p- bromphenacylester (14) 99,75 

Schema 3 

2-"4c]- 4 \ 

0 

14 

9, Die Bildung des Citronellols (Reduktion der 2.3-Doppelbindung [7] zusatzlich zu derjenigcn der 
Estergruppe des Geranylsaure-methylesters (8)) lasst sich, wie wir spater gefunden haben, vermei- 
den, wenn anstelle von LiAlH4 Diisobutylaluminiumhydrid (DIBAH) verwendet wird. 
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Zur Herstellung der tritierten Terpene wurde eine basenkatalysierte Austausch- 
reaktion verwendet. Behandlung von Aceton mit Tritiumoxid und Kaliumcarbonat 
ergab 1, 3-[3H]-Aceton (1, 3-[3H]-4), das gemass Schema 2 zum 6’. 7-L3H]-6-methyl- 
5-hepten-2-on (6’, 7-[3H]-6) umgesetzt wurde. Daraus wurde ein Gemisch von 
(E)- und (2)-7’, 8- [3H]-Geraniol (7’, 8- [3H]-2) mit einer spezifischen Aktivitat von 
400 mCi/mmol erhalten. 6‘, 7-[3H]-6 wurde auf dem im Schema 2 beschriebenen 
Weg in 1 l’, 12-[3H]-Farnesol (ll’, 12-[3H]-3) umgewandelt, das sich aus folgenden 
Isomeren zusammensetzte: 44,3% (E, E), 31,0% (E,Z), 12,3% (Z ,  E) und 11,3% 
(Z, Z). Eine Trennung dieser Isomeren wurde nicht vorgenornmen. Die spezifische 
Aktivitat von 1 l’, 12-t3H]-3 wurde zu 400 mCi/mmol bestimmt. Die Radioausbeute 
bezogen auf 6’, 7-[3H]-6 betrug 23,3%. 

Mit Hilfe der Synthese von 7’, 8-Hexa [*HI-geranylsaure-methylester (7’, 8-Hexa- 
[2H]-8) aus Hexa [2H]-aceton wurde nachgewiesen, dass im Verlauf der oben be- 
schriebenen Synthesen mit 1,3-Hexa [3H]-aceton keine Verteilung der 3H-Aktivitat 
auf andere C-Atome des Geraniols (2) bzw. Farnesols (3) stattfand. Im 100-MHz- 
NMR.-Spektrum (CDCl,) des nicht deuterierten Geranylsaure-methylesters (8) 
erscheinen die Signale der beiden endstandigen Methylgruppen als etwas ver- 
breiterte s bei 1,68 und 1,61 ppm [lo]. In diesem Bereich decken sich die Absorp- 
tionen von (E)- und (2)-8. Im NMR.-Spektrum von 7‘, 8-Hexa [2H]-8 fehlen diese 
beiden Signale vollstandig. Das Massenspektrum von Geranylsaure-methylester (8) 
ist durch die im Schema 4 angegebene Fragmentierung gekennzeichnet. Dem- 
gegeniiber zeigt das Massenspektrum von 7’, 8-Hexa [2H]-8 die erwarteten Verschie- 
bungen des Molekularionenpikes und der charakteristischeri Fragment-Ionenpike 
um + 6  Masseneinheiten sowie fur die Pike rnle 74-69 Intensitaten von weniger 
als 6%. 

Schema 4 

69(100) 123(18) 75LlOO) E9(16) 

CD3 mTH3 
151(9) 157(7) 

8 M +  182(11) 7’,8-Hexa[*Hl-8 M+ 188 (9) 

Angaben in mle (rel. %) 

3. Einbauversuche rnit radioaktiv markierten Vorlaufern. - 3.1. A llgemeine Bemer- 
kungen zur Methodik. Die Injektion der radioaktiven Vorlaufer sowie die Isolierung 
des Cantharidins (1) wurde, wenn nicht anders angegeben, gemass [I] vorgenom- 
men. Zur Bestimmung der Isotopenverteilung wurde das Cantharidin dem im 
Schema 5 gezeigten Abbau unterworfen. Kuhn-Roth-Oxydation lieferte C (2), C (3), 
C (8) und C (9) in Form von Essigsaure, welche als Essigsaure-p-bromphenacylester 
(14) ausgezahlt wurde. Durch Schmidt-Abbau der Essigsaure [ 1 11 mit Natriumazid 
und Polyphosphorsaure wurden C(2) und C(3) in Form von Bariumcarbonat und 
C (8) und C (9) als Methylammoniumpikrat isoliert. Anwenden der Schmidt-Reak- 
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Schema 5 

849 

C(8), C(9), C(2) und C(3) als 

(isoliert als Essigsaure-p- 
bromphenacylester) 

C(10) und C(11) als 

(isoliert als Bariumcarbonat) 
CH3COOH co2 

i 
C(8) und C(9) als 

(isoliert als Methylammonium- 
pikrat) 

C(2) und C(3) als 

(isoliert als Bariumcarbonat) 
CH3NH2 + c02 

tion auf Cantharidin in Gegenwart von Aluminiumchlorid ergab C (10) und C (1 1) 
als Kohlendioxid, welches als Bariumcarbonat isoliert wurde. 

Wie in Kontrollversuchen ermittelt wurde, lagen die Werte fur die spezifische 
Aktivitat des aus dem Schmidt-Abbau der Essigsaure erhaltenen Bariumcarbonates 
im Mittel um 12% unter dem theoretischen Wert; die Reproduzierbarkeit des 
Mittelwertes betrug dabei k 8% (bei 8 Messwerten und einer Irrtumswahrschein- 
lichkeit *P= 0,OS). Als theoretischer Wert wurde die spezifische Aktivitat des aus 
derselben Essigsaure hergestellten p-Bromphenacylesters angenommen; die Repro- 
duzierbarkeit dieses Wertes wurde zu +_ 5% geschatzt. Zur Kontrolle des durch die 
Gegenwart von Aluminiumchlorid modifizierten Schmidt-Abbaues von Cantharidin 
wurde ein nach Einbau von 1-[ ''C]-Natriumacetat isoliertes Cantharidin (Isotopen- 
verteilung: siehe Tab. 1) abgebaut. Das erhaltene Bariumcarbonat war praktisch 
inaktiv. Damit ist gesichert, dass bei der Schmidt-Reaktion unter den modifizierten 
Bedingungen keine Radioaktivitat aus C (2) und C (3) des Cantharidins im Barium- 
carbonat auftrat. 

3.2. Geraniol (2). Trotz einer Vielzahl von Versuchen konnte in keinem Fall ein 
signifikanter Einbau von Geraniol (2) in Cantharidin (1) erreicht werden. Ver- 
wendet wurden 74 14C]-Geraniol (7-[14C]-2) mit einer Aktivitat von 0,88 mCi/mmol, 
2, 7-[14C]-Geraniol (2,7-[ 14C]-2) mit einer Aktivitat von 0,84 mCi/mmol und 
7', 8-[3H]-2, 7', 8-[14C]-Geraniol (7', 8-[3H]-2, 7', 8-[14C]-2). Die Vorlaufer 
wurden sowohl direkt als auch in Leinol gelost injiziert oder auf die Ober- 
flache der Insekten aufgetragen. Die Einbauraten lagen zwischen 0,03 und 0,OO 
die spezifischen Aktivitaten der nach der Aufarbeitung erhaltenen Cantharidin- 
praparate betrugen zwischen 1 und 200 dpm/mg. Ein nach der Vorschrift von 
Cramer & Biihm [ 121 hergestelltes Rohpraparat von 7-['4C]-Geranylpyrophosphat, 
das noch Geranylmonophosphat und anorganisches Phosphat enthielt, wurde eben- 
falls nicht in Cantharidin eingebaut. Zur Zeit haben wir keine Erklarung dafur, 
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dass zwar Farnesol (3), nicht aber sein Vorlaufer Geraniol (2) (vgl. [13]), in Can- 
tharidin (1) eingebaut wird. Auffallend ist die Toxizitat von Geraniol: sowohl 
Larven als auch adulte Insekten zeigten nach Injektionen von mehr als 1 mg/g 
Insekt bereits nach wenigen Stunden schwere Vergiftungserscheinungen. Farnesol 
(3) dagegen war in Dosierungen bis 5 mg/g Insekt vertraglich. Zur Prufung der 
Frage, ob die Insekten auch nach der Applikation des radioaktiven Geraniols 
Cantharidin in vivo synthetisieren, wurde ein Gemisch von 7', 8- [3H]-Geraniol 
(7', 8-[3H]-2) und 2-[14C]-Mevalonat in adulte Insekten und Larven von 
Lytta vesicutoriu injiziert bzw. auf die Oberflache der Insekten aufgetragen. Des- 
gleichen wurde rnit einer Mischung aus 1 l', 12- [ 3H]-Farnesol (1 l', 12- [ 3H]-3) 
und 2-[ 14C]-Mevalonat verfahren. Die Experimente an adulten Insekten und an 
Larven wurden jeweils zur gleichen Zeit ausgefuhrt und dafur Insekten bzw. Larven 
des Stadiums 5 derselben Population venvendet. Die Resultate sind in den Tab. 3 
und 4 wiedergegeben. Demnach wurde Geraniol (2) in keinem Fall signifikant 
eingebaut, wohl aber 2-[14C]-Mevalonat und 1 l', 12-[-'HI-Farnesol (1 l', 12- 
[3H]-3). Nicht mehr signifikant war der Einbau sowohl von Farnesol als auch 
von Mevalonat in die Larven, wenn diese mit dem Vorlaufergemisch angestrichen 
wurden. Vermutlich ist diese Applikationstechnik bei den Larven ungeeignet. 

Trotz der sehr geringen spezifischen Aktivitaten wurden einige Cantharidin- 
praparate aus 7-[ 14C]-Geraniol (7-[ 14C]-2) abgebaut. Falls Geraniol via Farnesol 
spezifisch in Cantharidin eingebaut worden ware, miisste die spezifische Aktivitat 
an C(3) des Cantharidins lokalisiert sein. Beim Abbau gemass Schema 5 wurde in 
den Produkten eine Isotopenverteilung gefunden, die trotz der durch die geringen 
spezifischen Aktivitaten der Praparate (d 10 dpm/mg) bedingten grossen Fehler- 
grenze nur im Sinne einer annahernd statistischen Verteilurig interpretiert werden 
kann O )  . 

Aufgrund dieser Experimente kann ausgeschlossen werden, dass Geraniol (2) 
unter den Applikationsbedingungen als Vorlaufer fur die Biosynthese des Cantha- 
ridins venvendet wird. Moglicherweise wird das Clo-Terpen Geraniol (2) nach der 
Injektion im Gegensatz zum CIS-Terpen Farnesol abgebaut, bevor es an den Ort 
der Biosynthese gelangt, vgl. [ 141. 

3.3. Glycin, Leucin, Isoleucin und Glucose. 3.3.1. l -["Cc'/- und 2-["C]-Glycin. 
Verschiedentlich wurde berichtet, dass 2-[14C]-Glycin in einige Pflanzenprodukte 
terpenoider Natur oder mit terpenoiden Teilstrukturen spezifisch eingebaut wird. 
Die Angaben sind allerdings kontrovers, vgl. [ 151 und die dort angegebene Literatur. 
Injektion von 1-[14C]- oder 2-[14C]-Glycin in mannliche Adulte und Larven von 
Lytta vesicatoria fuhrte zu keinem signifikanten Einbau. Glycin nimmt somit an der 
Biosynthese des Cantharidins nicht teil. 

3.3.2. U-["C]-Leucin. Es ist bekannt, dass Leucin via P-Hydroxy-a-methyl- 
glutaryl-Coenzym-A in Mikroorganismen und Leberhomogenaten in Mevalonat 
umgewandelt werden kann. Nach Injektion einer wasserigen Losung von U-['4C]- 
Leucin in mannliche adulte Lytta vesicatoria liess sich radioaktives Cantharidin mit 
einer Einbaurate von 1,1% ") isolieren. Da das venvendete Leucin uniform markiert 

I") Zur Sicherung der Resultate wurde parallel ein Kontrollabbau mit inaktivem Material ausgefiihrt. 
' 1 )  Einbaurate bezogen auf die applizierte Aktivitat. 
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war, sollte die Radioaktivitat im Cantharidin auf alle C-Atome gleichmiissig verteilt 
sein, d. h. 10% der Gesamtaktivitat pro C-Atom. Gemass dem in Schema 5 beschrie- 
benen Abbau wurde folgende Isotopenverteilung bestimmt: 3151% an C (2), C (3), 
C(8) und C(9), 20% an C(8) und C(9), 19,8% an C(10) und C(11) und 11,9% an 
C (2) und C (3). Diese Verteilung stimmt befriedigend mit den Erwartungen iiberein. 

3.3.3. U-['4C]-lsoleucin. Der biochemische Abbau von Isoleucin fuhrt bekannt- 
lich durch Desaminierung und oxydative Decarboxylierung zur Tiglinsaure 
(= trans-2-Methyl-2-butensaure), die in der Natur haufig vorkommt, u. a. auch als 
Insekteninhaltsstoff [ 161. Der weitere biochemische Abbau von Tiglinsaure ergibt 
letztlich Essigsaure und Propionsaure. Injektion von U-[ 14C]-Isoleucin in mannliche 
adulte Lytta vesicatoria fuhrte im Ausmass von 1,3%") zum Einbau von Radio- 
aktivitat in das isolierte Cantharidin. Dessen Abbau zeigte die folgende Verteilung 
der Radioaktivitat auf die C-Atome: 35,8% an C(2), C(3), C(8)  und C(9), 19,4% 
an C (2) und C (3), 17% an C (8) und C (9) und 20% an C (10) und C (1 1). Mit diesen 
Resultaten, die auf eine gleichmassige Verteilung der Radioaktivitat im Cantharidin 
hindeuten, lasst sich niclit entscheiden, welcher Metabolit des Isoleucins in Cantha- 
ridin eingebaut wurde. 

3.3.4. 1 -['4C]-Glucose. Der biochemische Abbau von 1-[ ''C]-Glucose fuhrt unter 
aeroben Bedingungen zu 2-['4C]-Acetat. Demnach sollte auch Glucose uber Acetat 
zur Bildung des Cantharidins beitragen. 111 diesem Fall wurden C (8) und C (9) und 
C(10) und C(11) des Cantharidins je 28,6% der Gesamtaktivitat aufweisen, C(2) 
und C (3) sollten inaktiv sein. l-[14C]-Glucose wurde von mannlichen adulten 
Lytta vesicatoria mit einer Rate von 0,14% ") eingebaut. Der Abbau des Canthari- 
dins nach Schema 5 ergab die folgende Verteilung der Radioaktivitat: 29% an C (2), 
C(3), C(8) und C(9), 22,6% an C(8) und C(9), 5,4% an C(2) und C(3) und 21% 
an C(10) und C(11). Dieses Resultat zeigt, dass l-['4C]-Glucose zu etwa 70% via 
2-[ 14C]-Acetat in Cantharidin eingebaut wurde, unter der Voraussetzung, dass das 
Acetat zu 100% spezifisch inkorporiert wird. 30% der Aktivitat sind statistisch ver- 
teilt 12) .  

Die vorliegende Arbeit wurde in dankenswerter Weise vom Sch weizerischen Nationalfonds zur 
Forderung der wissenschuftlichen Forschung unterstutzt. Ferner danken wir den Herren Prof. K.  Grob 
(EAWAG, Dubendorf) fur seine Hilfe bei gas-chromatographischen Problemen, Prof. W. v. Philipsborn 
und seinen Mitarbeitern (Universitat Zurich) fur NMR.-Untersuchungen, Prof. M .  Hesse und seinen 
Mitarbeitern (Universitat Zurich) fur Massenspektren, H. Frohofer (mikroanalytische Abteilung der 
Universitat Zurich) fur 1R.-Spektren, Analysen und Radioaktivitatsmessungen sowie Frau A .  Diirsteler- 
Meier fur experimentelle Mitarbeit. 

Experimenteller Teil 

Allgemeine Bemerkungen. - Bestimmungen des Smp. auf dem Mettfer FP/2-Gerat. 1R.-Spektren: 
Angaben in cm-]. 'H-NMR.-Spektren: chemische Verschiebung (Bereiche oder Signalzentren) in ppm 
relativ zu Tetramethylsilan als internem Standard (= 0 ppm), Kopplungskonstanten J in Hz; s= Singu- 
lett, d= Dublett. r=Triplett, q= Quartett, m= Multiplett. Massenspektren (MS.) an einem CEC-Gerat 
Typ 21-llOB bei 70 eV; Angaben der Plke in mle (rel. %). Abdampfoperationen mit einem Rotations- 
verdampfer (RV.) bei 20-40"/12 Torr. Destiilationen kleiner Substanzmengen im Kugelrohr (Lufthad). 
Analytische Dunnschichtchromatographie (DC.) an Kieselgel HF254 (Typ 60, Merck); Spruhreagens: 

12) Einbauexperimente mit 2-[I4C]-Acetat in adulte Lyttu vesicatoriu wurden bisher nicht ausgefuhrt. 
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lproz., wasserige, rnit Na2C03 alkalisch gestellte Kaliumpermanganatlosung. Praparative Dunnschicht- 
chromatogramme (prap. DC.), wenn nicht anders angegeben an mit Kieselgel PF254 (Merck) beschich- 
teten Glasplatten. Fur die Saulenchromatographie wurde Kieselgel (Merck, Korngrosse 0,063-0,2 mm) 
benutzt. Analytische Gas-chromatogramme (GC.) an den Geraten Fractovap (Carlo Erba) Modell IG 
(FID) unter Venvendung der Glaskapillarkolonne nach Grob [I71 (XE 60 (31 mx0,38 mm)) bei Ver- 
dampferblocktemperaturen von 230-250" und Tragergasdrucken von 0,37-0,4 atm (Tragergas: Wasser- 
stoff), und Aerograph 1520B (FID) (Varian) mit gepackter Kolonne Chromosorb G silaniert 80/ 
100 mesh (1,8 mx3,17 mm), beladen rnit 4% XE 60. Die quantitative Auswertung erfolgte mit dem 
Integrator des W+ W Schreibers 2201. Die angegebenen Werte stellen bei inaktiven Verbindungen 
Mittelwerte aus mindestens 3 GC. dar, von den radioaktiven Proben wurden hochstens 3 GC. ausge- 
fuhrt. Messungen der Radioaktivitat in einem Fliissigkeitsszintillationszahler TRI-CARB 3320 (Packard 
Instruments & Co.). Hochaktive Substanzen wurden in Methanol oder Alkohol gelost und Aliquote von 
0,Ol-0,l ml in die Zahlglaschen pipettiert; ansonsten wurden Einwaagen von 1-7 mg Substanz fur 
I4C-Messungen in 5 ml Methanol und 10 ml Scintillationslosung bzw. fur 3H-Messungen in 2 ml 
Methanol und 10 ml Scintillationslosung gelost. Die Scintillationslosung bestand aus 4,O g PPO (2,5- 
Diphenyloxazol) und 100 mg Dimethyl-POPOP ( 1,4-Di(4-methyl-5-phenyloxazoi-2-yl)-benzol) in 1000 ml 
reinemToluo1. 3H- und 14C-doppeltmarkierte ProbenwurdennachFrohofer[ 18]zu Wasserund Kohlendioxid 
verbrannt und diese ausgezahlt. Die Radioaktivitatsmessung von ['4C]-Bariumcarbonat erfolgte wie in 
[17] angegeben. Zahlausheute fiir 3H 26% und fur I4C 75%. Die Proben wurden auf einen Standard- 
fehler von 0,5-2% ausgezahlt (Vertrauensgrenze: 95%). Geschatzte Reproduzierbarkeit der Methode: 
k 10%. Radiodunnschichtscanning an einem DC.-Scanner Packard Modell 7200 mit 2n-Geiger-Muller 
Durchflusszahlrohr, Tragergas Helium/Isobutylakohol98,7 : 1,3. 

1. Synthesen isotopenmarkierter Verbindungen. - 1.1. Vorversuche mit inaktiven Subsfunzen. I.  1.1. 
2-Methyl-3-buren-2-01 (5). Vinylmagnesiumbromid wurde nach [ 191 aus Vinylbromid und Magnesium in 
Tetrahydrofuran hergestellt. Fur die nachfolgend beschriebenen Versuche wurden Stammlosungen ver- 
wendet, welche das Reagens in Konzentrationen von 1-2 mmol/ml enthielten. Zu 10 ml (20 mmol) 
Vinylmagnesiumbromid-Losung wurden aus einer Zerschlagampulle bei - 192"/O,OOOl Torr 3 19 mg 
(5,5 mmol) Aceton kondensiert. Nach dem Auftauen wurde 4 Std. hei 50" unter Stickstoff geriihrt 
und dann mit 15 ml gesattigter wasseriger Ammoniumchlorid-Losung versetzt. Nach ublicher Auf- 
arbeitung mit Ather wurde das Losungsmittelgemisch bis zum Sdp. 65"/720 Torr uber eine Vigreux- 
Kolonne abdestilliert. Der Ruckstand (1,2 g) enthielt 456 mg (65,8%, GC.-Evidenz) 2-Methyl-3-buten- 

1.1.2. 6-Methyl-5-hepten-2-on (6). Der das Methylbuten015 enthaltende Ruckstand aus 1.1.1 wurde 
in Anlehnung an eine Vorschrift von Saucy & Marbet [20] mit 7 ml Isopropylmethylather und 0,127 ml 
einer 0,4proz. Losung von Phosphorsaure in Eisessig im Bombenrohr 24 Std. auf 125" erhitzt. Der 
Bombeninhalt wurde hierauf mit lproz. Natriumhydrogencarbonat-Losung und Ather wie ublich aufge- 
arbeitet. Nach Abdestillieren des Losungsmittels iiber eine Vigreux-Kolonne bis zum Sdp. 85'1720 Torr 
wurde der Riickstand mittels prap. DC. an Kieselgel mit Pentan/Ather 9: l  gereinigt. Destillation bei 
59"/10 Torr ergab 397 mg (87%) 6-Methyl-5-hepten-2-on (6).  

1.1.3. Geranylsaure-mefhylester (8). Erhitzen von 150 mg (0,98 mmol) Bromessigsaure-methylester 
und 280 mg (1,68 mniol) Triathylphosphit wahrend 1 Std. hei 140"-150" unter Stickstoff ergab den 
(Diathoxyphosphono)essigsaure-methylester (7). Nach Zugabe einer Losung von 100 mg (0,79 mmol) 
Methylheptenon 6 in 5 ml Benzol wurde rnit 1 ml 2M Natriummethylat in Methanol versetzt und 
die Mischung 18 Std. bei 20" unter Stickstoff stehengelassens). Nach Zugabe von 0,2 ml Eisessig, 
gefolgt von 5 ml Wasser, wurde wie iiblich aufgearbeitet und nach prap. DC. an Kieselgel rnit Pentan/ 
Ather 8: 2 und Destillation bei 85"/0,01 Torr wurden 106 mg (73,6%) Geranylsaure-methylester (8) 
erhalten. Gemass GC. handelte es sich um eine (2:l)-Mischung der (E)-  und (Z/-Verbindung. - 

'H-NMR. (100 MHz, CDCl3): 5,67 (s rnit Aufspaltung, H-C(2)), 5.1 (m. H-C(6)), 3,67 (s, COOCH3), 
2,9-2,4 (m, 0,9H, 2H-C(4) und 2H-C(5) von (Z)-8), 2,4-2,0 (s-artiges m, 6H 2H-C(4) und 2H-C(5) 
von @/-8 und H aus 2H-C(4) und 2H-C(5) von (2)-8 sowie 3H-C(3') von (E)-S), l,89 (d,H, S= 1,5, 
3H-C(3') von (Z)-8), 1,68 (3, 3H-C(8)), 1,61 (s, 3H-C(7'). - MS.: 182 (M+, l l) ,  176 (51, 167 (1). 161 
(4), 151 (9), 150 (4), 139 (6), 123 (18), 122 (7), 115 (4), 114 (44), 109 (3), 108 (3), 107 (5), 105 (3), 99 (2), 95 
(2), 93 (2), 91 (4), 83 (18), 82 ( l l ) ,  81 (3), 79 (3), 77 (3), 70 (5), 69 (loo), 68 (4), 67 (6) ,  65 (2). 59 (31, 55 (5), 
54 (3), 53 (8),51 (3), 43 (3), 42 (2), 41 (36). 

1.1.4. Linalool (9). Zu einer Losung von 397 mg (3,15 mmol) 6 in 5 ml abs. Tetrahydrofuran 
wurden 6 ml der unter 1.1.1 beschriebenen Vinylmagnesiumbromid-Losung (12 mmol) getropft. 

2-01 (5). 
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Nach 4 Std. Erwarmen auf 50" wurde wie unter 1.1.1 aufgearbeitet. Prap. DC. an Kieselgel mit Pentan/ 
Ather 9: 1 und Destillation bei 100"/0,01 Tom ergab 308 mg (63,5%) Linalool (9), das gemass GC. 95% 
rein war. 

1.1.5. Gerunylaceton (10). 308 mg (2,O mmol) Linalool (9) in 4 ml Isopropenylmethylather wurden 
rnit 0,07 ml einer 0,4proz. Losung von Phosphorsaure in Eisessig 24 Std. auf 125" im Bombenrohr 
erhitzt. Nach der Aufarbeitung gemass 1.1.2 und Destillation bei 110"/0,01 Torr wurden 361 mg (93%) 
einer Mischung erhalten, welche gemass GC. aus 56% (El-10 und 44% (Z)-10 bestand. 

1 . I  .6. Farnesylsaure-methylester (11). Die Mischung der stereoisomeren Farnesylsaure-methylester 
wurde analog 1.1.3 aus 361 mg (1,86 mmol) Geranylaceton (10) ((E)/(Z) 1,27: l), 306 mg (2,O mmol) 
Bromessigsaure-methylester und 332 mg (2,O mmol) Triathylphosphit bereitet. Chromatographie des 
Rohproduktes an Kieselgel mit Pentan/Ather 8,5: 1,5 ergab nach Destillation bei 120"/0,01 Torr 372 mg 
(80%) einer Mischung, welche gemas GC. aus 44,3% (E,E)-, 31% (E ,Z) - ,  12,3% ( Z , E / -  und 11,3% 
(2, Z)-Farnesylsaure-metylester (11) bestand. 

1 .L7. Farnesol (3). Zu 108 mg (0,43 mmol) der stereoisomeren Farnesylsaure-methylester (11) in 
10 ml Ather wurden bei 20" unter Stickstoff 0,s ml Diisobutylaluminiumhydrid (DIBAH) gegeben. 
Nach 1 Std. Riihren bei 20" wurde bei 0" mit gesattigter wasseriger Seignettesalz-Losung zersetzt und 
wie iiblich aufgearbeitet. Destillation bei 130"/0,01 Torr ergab 95.0 mg (99,4%) Farnesol-Mischung, 
deren Isomerenzusammensetzung der des Ausgangsmaterials 11 ( I .  1.6) entsprach. 

Bei der Ausfuhrung der Reduktion rnit Lithiumaluminiumhydrid (Ather; 0') enthielt die Produkt- 
mischung neben den stereoisomeren Farnesolen noch die stereoisomeren 2,3-Dihydrofarnesole (total 
cu. I 10%; GC.). 

1.1.8. T, 8-He~a[~HJ-geranylsBure-methylester (7'* 8-He~a[~H]-8). Eine Losung von 2.772 g 
(43,23 mmol) He~a[~H]-aceton (He~a[~H]-4)  (Nuka, 2H-Gehalt t 99,5%) in 80 ml Tetrahydrofuran 
wurden zu 125 ml des unter 1.1.1 beschriebenen Grignard-Reagens' (1 mmollml) getropft. Nach dem 
Erwarmen auf 50" wahrend 3,5 Std. wurde wie iiblich mit 200 ml gesattigter wasseriger Ammonium- 
chloridlosung und Ather aufgearbeitet. Abdestillieren des Athers ergab 6,90 g Riickstand, der gemass 
GC. 2,656 g (66,6%) Methylbutenol( 1,2'-He~a[~H]-5) enthielt. 5,144 g dieses Ruckstandes, enthaltend 
21,5 mmol 1,2'-He~a[~H]-5, wurden gemass 1.1.2 zum Keton 4',7-He~a[~H]-6 umgesetzt. Von dem 
nach Aufarbeitung erhaltenen Ruckstand ( & I 1  g) wurden 900 mg rnit 735,6 mg (3.50 mmol) Phosphonat 
7 entsprechend 1.1.3 umgesetzt. Saulenchromatographie an 15 g Kieselgel niit Pentan/Ather 8: 2 ergab 
382,O mg (2,096 mmol) 7',8-He~a[~H]-geranylsauremethylester (7', 8-He~a[~HI-8).  - 'H-NMR. (100 MHz, 
CDC13): 5,67 (s rnit Aufspaltung, H-C(2)), 5,24-4,96 (rn, H-C(6)), 3,68 (s, COOCH3), 2,8-2,5 (rn, 0,52H, 
H-C(4) und H-C(5) von (2)-7',8-Hexa[*HI-S), 2,3-2,0 (in, 6,7H, 2H-C(4) und 2H-C(5) von (E)-7',8- 
Hexa[*H]-8 und 1H aus 2H-C(4) und 2H-C(5) von (2)-7',8-He~a[~HI-8 sowie 3H-C(3') von (E)-7',8- 
Hexa[*H]-8), 1,89 (d, 0,68 H, J =  1,0, 3H-C(3') von (2)-7',8-He~a[~HI-8). Die bei der nicht deuterierten, 
unter 1.1.3 beschriebenen Verbindung 8 beobachteten Signale bei 1,68 und 1,61 ppm fehlten vollstandig. - 
MS.: 188 ( M t ,  9), 157 (7), 129(16), 128(8), 115 (26), 84( lo), 82(8), 76(6), 75 (IOO), 73 (6), 53 (5),46(5),45 (l4), 
44 (1 I), 43 (9), 41 (8). 

1.2. Radioaktive Verbindungen. 1.2.1. 6: 7-[3H]-6-Metl~yl-5-hepten-2-on (6', 7-[3H]-6). 0,515 mg 
(ber.) (5Ci)13) tragerfreies 3H2-Gas wurden bei 500"/0,0001 Torr an 17 g Kupfer(I1)oxid zu 3H20 
verbrannt. Dieses wurde in einer Zerschlagampulle, die 395 mg (63  mmol) Aceton (4) und 50 mg Kalium- 
carbonat enthielt, kondensiert. Nach dem Abschmelzen der Ampulle wurde 72 Std. auf 150" erhitzt und 
dann das radioaktive Aceton bei - 192"/0,0001 Torr zu 4 ml des unter 1.1.1. beschriebenen Grignard- 
Reagens' (2 mmollml) kondensiert. Die Umsetzung zu 1,2'-[3H]-S und nachfolgend zu 6'.7-[3H]-6 
erfolgte wie unter 1.1.1 und 1.1.2 beschrieben. Nach p a p .  DC. und Destillation bei 60"/12 Torr wurden 
480 mg (56%, bezogen auf Aceton (4)) 6',7-[3H]-6 mit einer Gesamtaktivitat von 1.63 Ci (429 mCi/mmol) 
erhalten. Mittels Radiodiinnschichtscanning waren keine Verunreinigungen nachzuweisen. 

1.2.2. 7, 8-[3H/-Geraniol (7',8-l7H/-2), 58,5 mg (0,463 mmol, 0,186 Ci) 6', 7-[3H]-6 wurden 
wie unter 1.1.3 beschrieben rnit 105 mg Phosphonat 7 zu 7',8-['H]-8 umgesetzt. Prap. DC. und 
Destillation bei 85"/0,01 Torr ergab 60,O mg (71,4%) 7'.8-[3H]-8 mit einer Gesamtaktivitat von 0,132 Ci 
(396 mCi/mmol). 7',8-[3H]-8 wurde in 5 ml abs. Ather mit einem 2molaren Uberschuss an Lithium- 
aluminiumhydrid bei 0" reduziert. Die iibliche Aufarbeitung, prap. DC. und Destillation bei 100°/O,O1 Torr 
ergab 46,2 mg (91%) radiodiinnschichtchromatographisch reines 7'. 8-[3H]-2 rnit einer Gesamtaktivitat von 
0,120 Ci (400 mCi/mmol). 

13) Angabe der Herstellerfirma A mersham, England. 
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1.2.3. 7-['4C]-Geraniol (7-['4C/-2). 3,l mg 2-[L4C]-Aceton (2-[I4C]-4) (1,0 mCi, 18,5 mCi/mmol, 
radiochemische Reinheit 97%, chemische Reinheit 99% 13)) wurden mit 62,5 mg Aceton in 4,3 ml Tetrahydro- 
furan verdiinnt (Gesamtmenge 1 , l l  mmol). Das radioaktive Aceton wurde gemass 1.1.1 mit einer I , I M  
Losung von Vinylmagnesiumbromid in Tetrahydrofuran umgesetzt. Das erhaltene 2-[14C]-5 wurde gemass 
1.1.2 zu 6-[I4C]-6 umgewandelt und entsprechend 1.1.3 radioaktives 7-[I4C]-8 hergestellt. Dann wurde 
7-[I4C]-8 in 5 ml abs. Ather rnit einem 2molaren Uberschuss an Lithiumaluminiumhydrid bei 0" reduziert. 
Bei 0" wurde rnit 10 ml gesattigter, wasseriger Seignettesalz-Losung zersetzt und erschopfend mit Ather 
extrahiert. Der Extrakt wies eine Aktivitat von 0,32 mCi auf (32% bezogen auf die Aktivitat des eingesetzten 
2-[14C]-4). Prap. DC. und Destillation bei 100°/O,O1 Torr ergab ein Praparat, das gemass GC. aus 82% 
7-[I4C]-2, 12% 7-[I4C]-Nerol und 6% 7-[14C]-Citronellol bestand9). Die spezifische Aktivitat betrug 0,88 mCi/ 
mmol (berechnet: 0,901 mCi/mmol). 

1.2.3.1. Abbuu yon 7-['4C/-Geruniol (7-[I4C/-2). 0,982 mg 7-[L4C]-Geraniol (7-[14C]-2) aus der Synthese 
1.2.3. wurden rnit 503,5 mg nerolfreiem, inaktivem Geraniol(2) (GC.-Reinheit: 98,4%) verdiinnt. Berechnete 
Aktivitat des verdiinnten Praparates: 3,89. lo6 dpm/mmol. 100 mg (0,648 mmol) dieses Geraniol- 
praparates wurden nach Wuldner et ul. [9] oxydativ zu Aceton (4) und Lavulinsaure (12) abgebaut, 
wobei 12 nach der Extraktion direkt in den p-Bromphenacylester 13 ubergefiihrt und 4 weiter zu Essig- 
saure und Jodoform (15) abgebaut wurde. Es wurden 104 mg (62,4%) Essigsaure-p-bromphenacylester 
(14) rnit einer spezifischen Aktivitat von 1541 1 dpm/mg (3,96- lo6 dpm/mmol, berechnet 3,89. lo6 dpm/ 
mmol) sowie 62,O mg (24,3%) Jodoform (15) rnit einer spezifischen Aktivitat von 3,7 dpm/mg 
(446'  lo3 dpm/mmol, berechnet 0 dpm/mmol) isoliert. Vom Lavulinsaure-p-bromphenacylester (13) 
wurden 145 mg (71,5%) rnit einer spezifischen Aktivitat von 29 dpm/mg (9,081. lo3 dpm/mmol, berech- 
net 0 dpm/mmol) erhalten. 

1.2.4. 7',8-['4C]-GeranioJ (7',8-['4C]-2). 18,O mg 1,3-[14C]-Aceton (I,3-[l4C]-4) (8,0 mCi, 
26,8 mCi/mmol, Radiochemische Reinheit 99%, chemische Reinheit 98% 13)) wurden rnit 329 mg Aceton 
in 25 ml Tetrahydrofuran verdunnt (Gesamtmenge 5,97 mmol 1,3-[14C]-4) und gemass 1.1.1 zum 
l,2-[l4C]-5 und nachfolgend gemass 1.1.2 zu 6',7-[I4C]-6 umgesetzt. ubliche Aufarbeitung (vgl. 
1.1.2) und Abdestillieren des Losungsmittels ergab einen Riickstand von 2,480 g rnit einer Gesamt- 
aktivitat von 3,52 mCi (44% der eingesetzten Aktivitat). 530 mg des 6',7-Di[I4C]-6 enthaltenden Riick- 
standes wurden gemass 1.1.3 mit 428,7 mg (2,04 mmol) (Diathoxyphophono)essigsaure-methylester 
(7) zu 7, 8-[14C]-8 umgesetzt. Aufarbeitung, Saulenchromatographie und Destillation entsprechend 
1.1.3. ergab 82,O mg (35,2% bezogen auf 1,3-[I4C]-4) (E,2)-7'.8-['4C]-8. Mittels Saulenchromato- 
graphie wurden aus dem Stereoisomerengemisch 49,9 mg (El-?, 8-[14C]-8 abgetrennt, welches rnit 
Lithiumaluminiumhydrid bei 0" entsprechend 1.2.3. zum 7'. 8-[I4C]-Geraniol reduziert wurde. Letzteres 
bestand gemass GC. aus 83% 7',8-[I4C]-2, 10% 7',8-[14C]-Citronellol und 7% 7, 8-[14C]-Nerol und wies 
eine spezifische Aktivitat von 1,26 mCi/mmol (berechnet: 1,33 mCi/mmol) auf. 

1.2.5. 2-['4C]-Geraniol (2-['4C/-2). 2,19 mg 2-[14C]-Bromessigsaure (O,88 mCi, 55 mCilmmol, 
radiochemische Reinheit 98-99% 13)) wurden rnit 20,l mg Bromessigsaure verdiinnt (Gesamtmenge 
22,32 mg (0,16 mmol)). Die atherische Losung der radioaktiven Bromessigsaure wurde rnit einem 
geringen Uberschuss an Diazomethan in Ather versetzt, danach das Losungsmittel abdestilliert und zum 
Riickstand 50 mg (0,30 mmol) Triathylphosphit gegeben. Die weitere Verarbeitung zum radioaktiven 
(Di2thoxyphosphono)essigsaure-methylester (2-[I4C]-7) und dessen Umsetzung rnit 25,O mg (0,198 mmol) 
6 erfolgte wie unter 1.1.3. angegeben. Nach iiblicher Aufarbeitung wurde 2-[I4C]-8 mittels prap. DC. 
gereinigt und bei 85"/0,01 Torr destilliert. 16,8 mg (57,4%). Durch Reduktion von 2-[14C]-8 rnit iiber- 
schiissigem Lithiumaluminiumhydrid in abs. k h e r  gemass 1.2.2. wurden nach Destillation bei loo"/ 
0,Ol Torr 12,4 mg (87%) 2-[I4C]-2 mit einer spezifischen Aktivitat von 5,2 mCi/mmol (berechnet 
5,5 mCi/mmol) erhalten. 

1.2.6. II',I2-[-'H]-Furnesol (11',12-[3H]-3). 189,O mg (1.5 mmol, 0,64 Ci) des unter 1.2.1. 
beschriebenen 6:7-[3H]-6 wurden wie in 1.1.4. zum Linalool(9) umgesetzt. Nach iiblicher Auf- 
arbeitung und Destillation bei 100"/0,01 Torr wurden 150,3 mg (64,9%) 7',8-[3H]-9 mit einer Aktivitat 
von 0,39 Ci (400 mCi/mmol) erhalten. Die nachfolgende Saucy-Murbet Reaktion [20] lieferte 
gemass 1.1.5 lo', ll-[3H]-10, das ohne weitere Reinigung in die Wittig-Reaktion analog 1.1.6 zu 
1 l', 12-[3H]-ll eingesetzt wurde. Ublicher Aufarbeitung, prap. DC. und Destillation bei 120"/ 
0,Ol Torr ergab 97,4 mg (40%) 11'.12-[3H]-ll mit einer Gesamtaktivitat von 0,156 Ci (401 mCi/ 
mmol). 1 l', 12-[3H]-ll wurde mit einem 2molaren Uberschuss an Lithiumaluminiumhydrid in abs. 
Ather bei 0" reduziert und der gebildete Alkohol entsprechend 1.1.7 aufgearbeitet und gereinigt. 

57 
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Destillation bei 130"/0,00 1 Torr ergab 77,8 mg (90%) radiodunnschichtchromatographisch reines 11'. 12- 
(3H]-3 mit einer Gesamtaktivitat von 0,140 Ci und einer molaren Aktivitdt von 400 mCi/mmol. 

2. Versuche zum Einbau von radioaktiven Vorlaufern in Cantharidin. 2.1. Allgemeine Bemerkungen 
zur Applikntionstechnik. Die venvendeten mannlichen Lytta vesicatoria L. entstammten, wenn nicht 
anders angegeben, der eigenen Zucht; die Larven befanden sich im 5. Entwicklungsstadium. 

Die radioaktiven Vorlaufer gelangten als reine Substanzen (bei nicht-wasserloslichen Verbindungen) 
oder als wasserige Losung zur Anwendung. 2,7-[I4C]-Geraniol wurde in einigen Fallen als cu. 4proz. 
Losung in Leinol venvendet. Die Injektion erfolgte in das Abdomen der mit Kohlendioxid narkotisierten 
Insekten mittels einer fein ausgezogenen Schmelzpunktskapillare, welche zwischen dem 3. und 4. Seg- 
ment eingefuhrt wurde. In einigen Fallen wurden nicht-wasserlosliche Verbindungen auch auf die 
dorsale Seite des Abdomens aufgetragen. Die Insekten erholten sich rasch von der Narkose und 
wurden wahrend der Dauer des Experimentes in Kristallisierschalen (010-20 cm) gehalten, welche 
feuchte Erde und Eschenzweige enthielten und rnit feuchtem Koliertuch abgedeckt wurden. Die An- 
gaben uber die Dauer der einzelnen Experimente und die Beobachtungen uber ihren Verlauf (Zustand 
der Insekten) sind in den Tabellen in Kap. 2.4 enthalten. Beim Abbruch der Experimente wurden 
die Insekten mit Ather getotet und, falls sie nicht sofort aufgearbeitet wurden, bei - 20" aufbewahrt. 

2.2. Die Isolierung von radioaktivem Cantharidin. Aufarbeitung mit Saure. Die Insekten wurden 
nach dem Auswagen und einer zur Kontrolle durchgefiihrten Geschlechtsbestimmung (Identifizierung 
der primaren Geschlechtsmerkmale unter dem Mikroskop) mit 10- 15 mg inaktivem Cantharidin pro 
Insekt in einer Achatschale zerrieben und unter Nachspulen mit 1~ Sal.zsaure in einen Rundkolben 
iiberfuhrt. Der Aufschluss erfolgte durch I Std. Kochen in 20-50 ml 1~ Salzsaure unter Riickfluss. 
Nach dem Abkuhlen wurde mit Kaliumchlorid gesattigt und 6mal mil Methylenchlorid extrahiert. 
Das Losungsmittel wurde am RV. abgezogen und der Ruckstand 2mal mil je 10 ml Pentan ausgezogen. 
Der pentan-unlosliche Ruckstand, der hauptsachlich Cantharidin enthielt, wurde aus Aceton/Pentan 
umkristallisiert und bei 120- 130"/0,01 Torr sublimiert. Die Praparate wurden als radiokonstant be- 
trachtet, wenn die spezifischen Aktivitaten nach 3 aufeinanderfolgenden Reinigungsoperationen nicht 
mehr als 10% voneinander abwichen. Eine Aktivitatsbilanz liess sich durch Auszahlen von Aliquoten 
der Wasserphase und der Methylenchloridphase erstellen (geschatzte Reproduzierbarkeit der Bestim- 
mungsmethode: ? 20%). 

Aufarbeiten mit Lauge. Der Aufschluss der Insekten erfolgte durch 1 Std. Kochen in 20-50 ml 
20proz. alkoholischer Kaliumhydroxidlosung. Nach dem Abkuhlen wurde der grosste Teil des Alkohols 
am RV. entfernt und der Ruckstand in 30-50 ml Wasser aufgenommen. Nach dem Ansauern mit konz. 
Salzsaure wurde nach 2 Std. Stehen bei 20" rnit festem Kaliumcarbonat auf pH 7-8 gestellt und das 
Cantharidin sowie nicht-verseifbare Anteile mit Methylenchlorid extrahiert. Die weitere Aufarbeitung 
erfolgte wie bei der Aufarbeitung rnit Saure. 

Die Angabe der Einbaurate. Bei der Injektion der Vorlaufer trat nach dem Zuriickziehen der 
Injektionskapillare stets ein Tropfen Hamolymphe aus. Die dem Insekt dejkcto applizierte Aktivitat war 
daher nicht genau bestimmbar. Die Einbaurate fur Cantharidin kann entweder auf die bei der Appli- 
kation eingesetzte Aktivitat (d. h. mg Vorlaufer multipliziert mit dessen spezifischer Aktivitat' I ) .  oder 
aber auf die Aktivitat, die in der Wasser- und Methylenchloridphase enthalten ist'), bezogen werden. 
Die Berechnung der im Cantharidin vorhandenen Totalaktivitat erfolgte durch Multiplikation der 
spezifischen Aktivitat rnit der Menge an zugesetztem inaktivem Cantharidin. Der Cantharidin-Eigen- 
gehalt der mannlichen Insekten (1,8% des Trockengewichtes [ 1)) wurde dabei nicht berucksichtigt, 
da der Fehler hochstens 7% ausmachen wurde. 

2.3. Der Abbau von Cantharidin. 2.3.1. Kuhn-Roth-Oxydution. 0,l mmol Cantharidin wurden in 
25 ml Sauregemisch nach Kuhn-Roth (vgl. [21]) 14 Std. unter Ruckfluss gekocht (Metallbad, 125"). 
Nach dem Abdestillieren der Essigsaure wurde diese mit 0,l  N Natriumhydroxid gegen Phenolphthalein 
titriert. Ausbeute: 90%. Zu dieser Losung von Natriumacetat wurden noch einige Tropfen 0 , l ~  
Natriumhydroxid getropft und die Losung im RV. zur Trockne eingedampft. Alle Operationen wurden 
unter Reinstickstoff durchgefiihrt. 

2.3.2. Essigsuure-p-bromphenacylester (14). Das in 2.3.1. erhaltene Natriumacetat wurde in Methanol 
gelost, die Halfte der Losung eingedampft, der Ruckstand in 0,5 ml Wasser gelost und mit stark ver- 
dunnter Salzsaure auf pH 7,5-8,0 titriert. Dann wurden 10 ml Dimethylformamid und ein 1,4facher 
Uberschuss an p-Bromphenacylbromid hinzugegeben. Unter gelegentlichem Umschiitteln wurde 2 Std. 
bei 20" stehengelassen, dann das Dimethylformamid bei 0,Ol Torr abgezogen und das restliche 
Losungsmittel durch 2mal Nachdestillieren mit je 5 ml Methanol entfernr. Der Ruckstand wurde an 
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Silicagel (prlp. DC.) in Benzol chromatographiert. Essigsaure-p-bromphenacylester wurde aus Hexan/ 
Aceton 98:2 umkristallisiert bei 75-80"/0,01 Torr destilliert: 80% 14 vom Smp. 84-85". 

2.3.3. Bariumcarbonat aus Essigsuure (Schmidt-Abbau). Die zweite Halfte der Losung von Natrium- 
acetat in Methanol aus 2.3.2 wurde in einen Schenkel der von Britf [ 1 I ]  beschriebenen Doppelschenkel- 
ampulle A (s. Fig. I) gebracht. Das Losungsmittel wurde rnit Reinstickstoff abgeblasen und der Ruck- 
stand kurz bei 20"/11 Torr getrocknet. Nach der Zugabe eines 1, I-l,4fachen Uberschusses an Natrium- 
azid und Beschicken des anderen Schenkels von A mit 0,5-0,s g Polyphosphorsaure wurde iiber Hahn C 
auf 11 Torr evakuiert. Hahn D wurde dann geschlossen und die Polyphosphorsaure zu den Salzen 
fliessen gelassen. Es wurde 1 Std. im Wasserbad bei 80" unter gelegentlichem Umschwenken erwarmt. 
Die Vorlage B wurde nun mit 20 ml einer Losung von Bariumhydroxid und Bariumchlorid in Wasser 
(1 1 einer iiber eine G4-Fritte abgesaugten gesattigten Losung von Bariumhydroxid gemischt mit 200 ml 
einer 10,75proz. Losung von Bariumchlorid in destilliertem Wasser) beschickt. Nach dem Evakuieren 
iiber Hahn C wurde Hahn D geoffnet und das System 1 Std. bei 20" stehengelassen. Das ausgefallene 
Bariumcarbonat wurde abzentrifugiert, 5mal mit heissem bidestilliertem Wasser und je 2mal mit 
Methanol und Ather gewaschen und dann 6 Std. bei 60"/0,01 Torr getrocknet. Ausbeute: 80%. 

2.3.4. Methylammoniumpikrat aus Essigsuure. In den nach den Operationen von 2.3.3. freien 
Schenkel der Doppelschenkelampulle A (Fig. 1) wurde ein bezuglich des polyphosphorsauren Ruck- 
standes aus 2.3.3 starker uberschuss von 30proz. Natriumhydroxidlosung gefullt. Nachdem A an eine 
Mikro-Destillationsbriicke angeschlossen worden war, liess man die Natronlauge zum polyphosphor- 
sauren Riickstand fliessen und destillierte das Methylamin in eine rnit einem 1.4fachen uberschuss an 
Pikrinsaure in khan01 beschickte Vorlage. Nach dem Abdampfen des Athanols wurde die iiber- 
schiissige Pikrinsaure grosstenteils durch 2mal Digerieren rnit abs. Benzol bei 60" entfernt und der 
Methylammoniumpikrat enthaltende Riickstand aus Athanol umkristallisiert. Unter Lichtausschluss 
wurde 6 Std. bei 20"/0,01 Torr getrocknet. Ausbeute: 70%. 

2.3.5. Schmidt-Abbau von Cantharidin. 0,l mmol Cantharidin wurden mit 0,25 mmol Natriumazid 
und einem Kornchen Aluminiumchlorid (wasserfrei) in der von Brirt [ 111 beschriebenen Apparatur 
(Fig. 1) wahrend 2 Std. bei 150"/11 Torr rnit 0,5-0,s g Polyphosphorsaure erhitzt (vgl. 2.3.3). Die 
Hauptmenge des dabei teilweise an die kiihleren Stellen des Reaktionsgefasses sublimierenden Canthari- 
dins wurde durch vorsichtiges Erwarmen mit fachelnder Flamme wieder der Reaktion zugefuhrt. Das 
Kohlendioxid wurde wie unter 2.3.3 beschrieben aufgefangen. Ausbeute: 50%. 

/ Fig. 114) 
~~ ~ 

2.4. Einbauversuche rnit radioaktiven Substanzen. Die ausgefuhrten Experimente zum Einbau von 
radioaktiven Vorlaufern in Cantharidin sind in den in 2.4.1-2.4.11 erwahnten Tabellen beschrieben. 

2.4.1. Einbauversuche mit 2, 7-[I4C]-Geraniol. 3,2 mg 2-[I4C]-Geraniol aus 1.2.5., 7,O mg 7-[14C]- 
Geraniol aus 1.1.3 und 261,5 mg Leinol wurden bis zur Homogenitat vermischt. Aktivitat: Ber. 
13,l. lo7 dpm,Gef. 12.5. lo7 dpm (0,21 vCi/mg). Vgl. Tab. 5. 

2.4.2. Einbauversuche mit 7-[14C]-Geraniol. Fur diese Experimente wurde 7-[14C]-Geraniol aus 1.1.3 
venvendet. Spezifische Aktivitat: 5,7 pCi/mg. Vgl. Tab. 6. 

2.4.3. Einbauversuche mi( 7,8-[-'Hf-Z, 7',8-[14C]-Geraniol. 9,4 mg 7', 8-[14C]-Geraniol aus 
1.2.4, 1,l mg 2-[14C]-Geraniol aus 1.2.5. und 0,9 mg 7'.8-[3HJ-Geraniol aus 1.2.2 wurden in atherischer 
Losung gemischt und nach dem Abdampfen des Losungsmittels bei 100"/0,01 Torr destilliert. Ber. 
3H/14C=20,7,Gef. 3H/14C= 18,l. Spezifische Aktivitat: 3H: 181 pCi/mg, I4C: 10,O pCi/mg. Vgl. Tab. 7. 

2.4.5. Einbauversuche rnit einer Mischung von 7', 8-[-'H]-Geraniol und (S,R)-2-['4C]-Mevaloiacton. 
4,O mg Geraniol, 0,9 mg 7',8-[3H]-Geraniol aus 1.2.2 und 8,9 mg 2-[14C]-Mevalolacton wurden bei 

14) Wir danken Herrn Prof. Dr. D. Arigoni (ETH Zurich) fiir erganzende Angaben. 
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120"/0,01 Torr zusammendestilliert und anschliessend das 3H/14C-Verha1tnis bestimmt: 3H/'4C = 9.6. 
Spezifische Aktivitat: 3H: 216 pCi/mg, 14C: 22,6 pCi/mg. Vgl. Tab. 8. 

2.4.6. Einbauversuche rnit einer Mischung von I I ' ,  12-(-'H]-Farnesol und (S.R)-2-['4C]-Mevalo- 
lacton. 8,9 mg Farnesol, 1,l mg Il', 12-[3H]-Farnesol aus 1.2.6 und 8,9 mg 2-['4C]-Mevalolacton 
wurden wie unter 2.4.5 gemischt und das 3H/14C-Verhaltnis wie unter 2.4.5 bestimmt: 3H/'4C= 4,l.  
Spezifische Aktivitat: 3H: 67,7 pCi/mg, I4C: 16,5 pCi/mg. Vgl. Tab. 9. 

2.4.7. Einbauversuch mit I-['4C/-Glycin. 8 Lytta Larven (1,5 g) wurden eine wasserige Losung von 
insgesamt 46,5 pCi l-[14C]-Glycin (41,5 mCi/mmolI3), 0,5 mCi/ml) injiziert. Bei Abbruch des Experi- 
mentes nach 45 Std. waren 3 Larven tot. Aufarbeitung: alkalisch. Aktivitat der Wasserphase: 21,3 pCi. 
Aktivitiit der Methylenchloridphase: 0,5 pCi. Cantharidin: 19,5 dpm/mg, gesamt: 1950 dpm. Einbau- 
rate: 0,0018%") bzw. 0.004%. 

2.4.8. Einbauversuche mit 2-/'4C]-Glycin. Es wurde eine wasserige Losung von 2-['4C]-Glycin 
(22.8 mCi/mmol13), 0,5 mCi/ml) verwendet. Vgl. Tab. 10. 

2.4.9. Einbauversuch mil U-/'4C]-Leucin. Applikation von U-[I4C]-Leucin: 5 LyttaI5) (0,66 g) 
wurden jeweils 15-45 mg einer Losung von U-[I4C]-Leucin in 0 , 0 0 1 ~  Salzsaure injiziert (spezifische 
Aktivitat: 8.0 rnCi/rnm~l'~);  insgesamt wurden 0,l mCi appliziert). Beim Abbruch des Experimentes 
nach 24 Std. war ein Insekt tot. Einbaurate: 1,13%. Vgl. Tab. 11. 

2.4.10. Einbauversuch mit U-/14C/-Isoleucin. Applikation von U-['4C]-Isoleucin: 3 Lyttd5) (0,45 g) 
wurden jeweils 15-45 mg einer Losung von U-['4C]-Isoleucin in 0 , 0 1 ~  Salzsaure injiziert (spezifische 
Aktivitat: 8,4 mCi/mmolI3); insgesamt wurden 0,05 mCi appliziert). Beim Abbruch des Experimentes 
nach 24 Std. befanden sich die Insekten in gutem Zustand. Einbaurate: 1,26%. Vgl. Tab. 11. 

2.4.11. Einbauversuch rnir I-/'4C]-Glucose. Applikation von l-[14C]-Glucose: 6 Lytta15) (0,95 g) 
wurden jeweils 15-45 mg einer Losung von l-[14C]-Glucose in Wasser injiziert (spezifische Aktivitat: 
2,9 rnCi/mrn~l '~);  insgesamt wurden 0,05 mCi appliziert). Beim Abbruch des Experimentes nach 24 Std. 
befanden sich die Insekten in gutem Zustand. Einbaurate: 0.14%. Vgl. Tab. 11. 
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