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By means of GC, GC/MS and GC-coupled electroantennogram techniques, (32,6 Z,97)-
3,6,9-heneicosatriene (1), (32,6 Z)-cis-9,10-epoxyheneicosadiene (2) and (3Z.6Z)-cis-9,10-
epoxyeicosadiene (3) were structurally elucidated as the biologically active components of the
pheromone complex of Arctia caja (Lepidoptera: Arctiidae).

Der ,,.Braune Bir“ Arctia caja (Lepidoptera,
Arctiidae) ist eine in Europa weitverbreitete, nord-
warts bis nach Lappland vorkommende Béren-
spinnerart. Der Falter zeigt eine charakteristische
Zeichnung, schwarzbraune Flecken auf den weil3-
gelben Vorderfliigeln und dunkelblaue Flecken
auf den orangeroten Hinterfliigeln. Er fliegt in
Wildern und Gairten von Juni bis August, die
Raupe, die mit langen schwarzbraunen und rost-
roten Haaren versehen ist, lebt an krautigen Pflan-
zen und Biischen und tiberwintert. Aus der Familie
Arctiidae (Bdrenspinner) war seit langer Zeit
2-Methylheptadecan als Sexuallockstoff von Holo-
melina-Arten bekannt [2], in den letzten Jahren
wurden Linol- und Linolenaldehyd und vorwie-
gend (Z)-ungesittigte C,,-Polyenkohlenwasser-
stoffe mit methylenunterbrochenen Doppelbin-
dungen und deren Monoepoxyderivate als Struktu-
ren der Weibchenpheromone (vgl. Resultate und
Diskussion) in einigen Arten aufgeklart [3].

Material und Methoden

Insektenmaterial

In der Nihe von Erlangen, BRD, wurde ein Ei-
gelege mit Jungraupen gefunden. Die Aufzucht der
Raupen erfolgte mit Lowenzahn ( Taraxacium of-

ficinale) und ergab nach einer Puppenruhe von

8—10 Tagen gut entwickelte Falter. Im Labor wur-
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de unter Kunstlichtbedingungen fiir die Weibchen
ein Beginn der Lockphase (calling) 6 h nach An-
fang der Scotophase beobachtet. ’

Isolierung und Identifizierung

Von frisch geschliipften weiblichen Tieren wur-
den in der Lockperiode das 8. und 9. Abdomenseg-
ment mit der Intersegmentalmembran (,,Phero-
mondrise®) unter dem Mikroskop abgetrennt und
mit je 15 ul Hexan extrahiert bzw. die separierten
Driisen in Glaskapillaren zur gaschromatographi-
schen Analyse nach der Feststoffprobengeber-
Technik [4] eingeschmolzen. Die GC-Analysen
wurden mittels Gaschromatographen HP 5890 A,
ausgestattet mit splitless Injektor, FID, Feststoff-
probengeber und Integrator, durchgefiihrt (Inj.
240 °C, Det. 260 °C, 25m FSCC SE54, 2 min
60 °C, 60—260 °C, 6 “C/min, hold, 2 ml N,/min).
GC-gekoppelte Elektroantennogramme wurden
mit einem Packard-United-Technologies-427-Mo-
dell und einem 1:1-Sduleneluat-Split zwischen
FID und Elektroantennogramm-Detektor [5] regi-
striert (splitless, Inj. 240 “C, Det. 260 °C, 25 m
FSCC SP2340, 3 min 70 “C, 70— 195 °C, 4 °C/min,
hold, 2 ml N,/min). Die GC/MS-Analyse erfolgte
mit einem Finnigan-MAT-90-Massenspektrome-
ter (splitless, Inj. 200 “C, Interface 200 °C, 25 m
FSCC SP2340, 2 min 60 “C, 60—195 °C, 4 “C/min,
2 ml He/min, EI-Spektren, 1 sec/scan).

Elektrophysiologischer Test

Elektroantennogramme [6] wurden an isolierten
Minnchenantennen unter Verwendung von Glas-
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kapillarelektroden und Ag-Draht/AgCl durchge-
fihrt. Filterpapiere in Glaskartuschen, die mit un-
terschiedlichen Testsubstanzen beladen waren und
mittels einem zeitlich begrenzten Luftstrom auf die
Antenne geblasen wurden, dienten als Reizquellen.

Darstellung der Alkadienepoxide 2 und 3 als
Isomerengemische

Jeweils 100 pl einer CH,Cl,-Lésung von 5 x 1073
mmol (3Z,6Z,9Z)-Eicosatrien bzw. -Heneicosa-
trien, die aus friheren Untersuchungen zur Verfii-
gung standen [7], wurden bei Raumtemperatur
30 min mit 5 x 107> mmol m-Chlorperbenzoesiu-
relosung (50 ul CH,Cl,) behandelt. 1 pl des Reak-
tionsgemisches wurde mit 100 pl Hexan verdiinnt
und diese Losung direkt zur GC- und GC/MS-
Analyse verwendet.

Resultate und Diskussion

Der Extrakt eines Weibchenequivalents (1 female
equivalent FE) wurde gaschromatographisch syn-
chron mittels FID und einer Mdnnchenantenne als
pheromonspezifischem Detektor analysiert und
drei physiologisch wirksame Verbindungen (a, b
und ¢ in Abb. 1a) im Verhdltnis von etwa 1:1:10
im EAG-Detektor registriert.

Abb. 1b zeigt das Chromatogramm der flichti-
gen Verbindungen einer einzelnen Pheromondrii-
se, aufgenommen mittels Feststoffprobengeber-
technik. Das Massenspektrum der zuerst eluierten,
biologisch aktiven Verbindung (a in Abb. 1a) mit
dem Molekiilion m/z = 290 entsprach dem eines
Heneicosatriens. Kochromatographie und Ver-
gleich des Spektrums mit authentischem Material
ergab, daf3 es sich um (3 Z,6 Z,9 Z)-3,6,9-Heneico-
satrien (1, Formel 1) handelt. Das Spektrum der
Hauptmenge ¢ ergab die Summenformel C,, H;;0O,
so daB als Struktur ein C,,-Alkadienepoxid, wie es
als Pheromonkomponente einiger Arctiidenarten
und als synthetische Lockstoffkomponente fiir
Minnchen mehrerer Geometriden- und Noctui-
denarten der Unterfamilie Catocalinae bekannt ist
[3], vermutet wurde.

Die (Z)-stereoselektive Monoepoxidierung von
(37,629 27)-3,6,9-Heneicosatrien (1) mit m-
Chlorperbenzoesdure fithrt zu einem Gemisch
dreier positionsisomerer cis-Epoxyheneicosadiene
[8], das sich gaschromatographisch in die Einzel-
komponenten auftrennen 1Bt (Abb. 1c), deren

Retentionsreihenfolge bekannt ist (6,7-epoxy vor
3,4-epoxy und 9,10-epoxy) [9] und deren Massen-
spektren sich deutlich voneinander unterscheiden.
Das auf unpolaren GC-Sdulen zuletzt eluierte
(37,6 Z2)-cis-9,10-Epoxyheneicosadien (2, ¢ in
Abb. 1 a, b und ¢), dessen Spektrum sich durch ein
signifikantes CgH,-Bruchstick (m/z = 108,
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Abb. 1. a. Gaschromatogramm (FSCC SP2340) der
fliichtigen Inhaltsstoffe eines Extraktes eines Weibchen-
equivalents (1 FE) von Arctia caja mit einer Mdnnchen-
antenne als biologischem Detektor (a (3 Z,6 Z,9 Z)-3.,6.9-
Heneicosatrien, b (3 Z,6Z)-cis-9,10-Epoxyeicosadien
und ¢ (3Z,62)-cis-9,10-Epoxyheneicosadien); b. RIC
MS-Chromatogramm (FSCC SP2340) einer Phero-
mondrise eines weiblichen Falters, aufgenommen mittels
Feststoffprobengebertechnik (d (3Z2,62.,9 Z2)-3.6,9-Eico-
satrien); ¢. RIC MS-Chromatogramm eines Gemisches
der positionsisomeren Epoxyeicosadiene und Epoxyhen-
eicosadiene (FSCC SES52); d. EI-Massenspektrum der
Pheromonhauptkomponente ¢, (3 Z,6 Z)-cis-9,10-Epoxy-
heneicosadien (GC/MS, 70 eV).
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Abb. 1d) gegeniiber den anderen beiden Isomeren
auszeichnet, war sowohl beziiglich Retentionszeit
als auch Spektrum identisch mit dem Naturstoff c.
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Das Massenspektrum der dritten physiologisch
aktiven Verbindung b mit der Molmasse 292, dem
Fragment M*—18 (—H,0) und wiederum mit dem
auffélligen geradzahligen Bruchstiick m/z = 108
lieB das zu ¢ norhomologe Alkadienepoxid
(3Z,6 Z)-cis-9,10-Epoxyeicosadien (3 in Formel 1)
als Struktur vermuten. Durch Monoepoxidierung
eines (32,6 2,9 Z)-3,6,9-Eicosatriens und anschlie-
Bende gaschromatographische Isomerentrennung
konnte auch hier gezeigt werden, daB3 das Natur-
produkt b sowohl im Massenspektrum als auch in
der Retentionszeit mit dem von den drei Positions-
isomeren zuletzt eluierten (32,6 2)-cis-9,10-
Epoxyeicosadien (3) identisch ist. Das dem Alka-
dienepoxid 3 entsprechende (3Z2,62,92)-3,6,9-
Eicosatrien (4, Formel 1) konnte ebenfalls in der
Weibchendriise nachgewiesen werden (d in
Abb. 1b), war jedoch elektrophysiologisch un-
wirksam. Dies kann bedeuten, daB3 der Kohlen-
wasserstoff (4) nur einen Biosynthese-Precursor
fiir 3 darstellt, der keine fiir die biologische Aktivi-
tat essentielle Wirkung besitzt.

(37,6 2)-cis-9,10-Epoxyheneicosadien (2) und
das norhomologe (37,6 Z)-cis-9,10-Epoxyeicosa-

dien (3) sind beides chirale Verbindungen. Bisher
ist es nicht moglich zu entscheiden, ob jeweils nur
ein Enantiomeres oder eine definierte Mischung
beider das eigentliche Pheromon darstellen bzw.
die optimale Aktivitdt hervorrufen. Zur Kldrung
dieser Frage arbeiten wir zur Zeit eine Synthese
der reinen Enantiomeren aus, um sowohl die abso-
lute Konfiguration des Naturprodukts zu bestim-
men als auch einen Wirksamkeitsvergleich mittels
elektrophysiologischer Testverfahren durchfithren
zu konnen.

Das Epoxid (3 Z,6 Z)-cis-9,10-Epoxyheneicosa-
dien (2) wurde bereits frither als Hauptkomponen-
te der Pheromonkomplexe der Arctiiden Creato-
notos gagis [10], C. transiens [10], Cymbalophora
pudica [11], Phragmatobia fuliginosa [12, 13], Estig-
mene acrea [14] und Hyphantria cunea [15—17]
identifiziert, wobei es in den ersten drei Féllen
ebenfalls vom entsprechenden Alkatrienkohlen-
wasserstoff (1) begleitet wurde. In keinem der Fal-
le konnte bis heute die absolute Konfiguration der
Naturstoffe bestimmt werden. Optisch aktive For-
men von (3 Z,6Z)-9,10-Epoxyalkadienen mit Ket-
tenldngen von 18—21 Kohlenstoffatomen wurden
im Freiland als Lockstoffe fiir Geometriden und
Noctuiden der Unterfamilie Catocalinae getestet
[9, 18], wobei oftmals nur ein Enantiomeres Attrak-
tivwirkung zeigte [18]. Das (32,6 Z,9 Z)-Heneico-
satrien (1) wurde, hdufig vom C,-Alkatrien (4) be-
gleitet, als Pheromonhauptkomponente in Mocis-
Arten [19], in Anticarsia gemmatalis [20] und Cae-
nurgia erechtea [21] (alle Noctuidae, Unterfamilie
Catocalinae) identifiziert und erwies sich im Frei-
land fiir einige Spannerarten (Geometridae) als at-
traktiv [18]. Dies weist auf Beziehungen beziiglich
der Evolution der Pheromonsysteme bei den drei
Schmetterlingsfamilien hin.
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