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1. Einleitung

Adlerfarn, Pteridium aquilinum (L. Kuhn), ist überall auf
der Erde weit verbreitet und dient in Japan und einigen
anderen Ländern als Nahrungsmittel. Die toxische Wirkung
auf Lebewesen ist seit dem Ende des 19. Jahrhunderts
bekannt. Tiere, die Adlerfarn gefressen hatten, zeigten das
als Vieh-Farnvergiftung bekannte Krankheitsbild.[1±3] Das
Hauptmerkmal ist dabei die Abnahme der Knochenmark-
Aktivität, wodurch schwere Leukopenie, Thrombozytopenie
und das hämorrhagische Syndrom verursacht werden. Der
erste Hinweis auf die Carcinogenität von Adlerfarn kam von
Rosenberger. Er beschrieb Veränderungen in der Art von
Polypentumoren in der Harnblasenschleimhaut bei gleich-
zeitiger Hämaturie bei Tieren, die Adlerfarn zu sich ge-
nommen hatten.[4] Einen eindeutigen Nachweis für die
Carcinogenität lieferte Evans. Er zeigte, daû Ratten, die mit
Adlerfarn-haltigem Futter gefüttert wurden, multiple Darm-
Adenocarcinome entwickelten.[5] Zahlreiche Forschungsgrup-
pen bestätigten Evans Ergebnisse. Des weiteren zeigte sich,
daû die Carcinogenität von jungem Adlerfarn (Abb. 1)

Abb. 1. Junger, als Nahrungsmittel genutzer Adlerfarn.

stärker als die des ausgewachsenen Farns (Abb. 2) ist und daû
sie sich erheblich verringert, wenn der Farn mit heiûem
Natriumhydrogencarbonat oder mit Wasser, das Holzasche
enthält, behandelt wird.[2] Obwohl viele Arbeitsgruppen
groûe Anstrengungen unternahmen, um ein Adlerfarn-Carci-
nogen zu finden, gelang dessen Isolierung nicht. Sie wird
durch zwei wichtige Faktoren erschwert: a) die Instabilität des
Carcinogens und b) die Art des Nachweis-Systems; so wurden
zahlreiche Kurzzeit-Tests für einen biologischen Nachweis
erfolglos angewendet.[2, 6]
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Abb. 2. Ausgewachsener Adlerfarn.

2. Isolierung und biologische Aktivität von
Ptaquilosid, einem Adlerfarn-Carcinogen

1978 berichtete Hirono, daû ein wäûriger Extrakt, der
durch dreiminütige Behandlung von Adlerfarn mit kochen-
dem Wasser erhalten wurde, auf Ratten carcinogen wirkt.[7]

Dieses Ergebnis weckte unser Interesse, da es eindeutig zeigt,
daû das Adlerfarn-Carcinogen mit kochendem Wasser extra-
hiert werden kann. Wir begannen daher, den wäûrigen
Extrakt zu fraktionieren. Dabei verwendeten wir den Carci-
nogenitäts-Test an Ratten, obwohl dieser groûe Probenmen-
gen erfordert und sehr viel Zeit beansprucht. Nach fünf
Trennschritten, in denen Lösungsmittelverteilungen (Wasser/
Butanol) und neutrale Ionenaustauscher (Amberlit XAD-2

und Toyopearl HW-40) eingesetzt wurden, konnte eine stark
carcinogene Fraktion erhalten werden. Diese Fraktion wurde
durch dreimalige Wiederholung von normaler und Reversed-
phase-Chromatographie noch weiter aufgetrennt. Dadurch
gelang die Isolierung einer instabilen, neuen Verbindung, die
als Ptaquilosid 1 (Schema 1) bezeichnet wurde und sich später
als das lange gesuchte Adlerfarn-Carcinogen erwies.[8, 9]

Das durch den biologischen Test gesteuerte Fraktionie-
rungsverfahren lieferte 1 nur in geringen Ausbeuten (0.2 g aus

Schema 1. Reaktionen von Ptaquilosid 1 und des primären Carcinogens 4.
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1 kg Farn-Pulver), da sich der gröûte Teil bei der Fraktionie-
rung zersetzt. Durch eine verbesserte Extraktionsmethode lieû
sich 1 in erheblich höherer Ausbeute (1 g aus 1 kg Farn-Pulver)
isolieren.[10] Die Entwicklung eines neuen und milden Extrak-
tionsverfahrens in Verbindung mit der Anwendung des Carci-
nogenitäts-Test an Ratten als biologische Nachweismethode
lieferte den Schlüssel für die erfolgreiche Isolierung von 1. Im
selben Jahr (1983), in dem wir Ptaquilosid isolierten, berichtete
auch van der Hoeven über die Isolierung und Gesamtstruktur
einer als Aquilid A bezeichneten, mutagenen Verbindung aus
Adlerfarn, die mit Ptaquilosid 1 identisch zu sein schien.[11]

Die biologische Aktivität von Ptaquilosid 1 wurde detail-
liert bestimmt. So wurde eindeutig nachgewiesen, daû 1
carcinogen ist; bei allen Ratten, denen Futter, das 1 enthielt,
verabreicht wurde, entwickelten sich Tumore im Darm und in
der Harnblase, den Zielorganen der Adlerfarn-Carcinogeni-
tät.[12, 13] Des weiteren wurde gezeigt, daû 1 die Vieh-
Farnvergiftung auslöst.[14] Ptaquilosid 1 verursacht auûerdem
die ¹bright blindnessª, die progressive Retinal-Degeneration
(PRD), bei Schafen.[15]

3. Struktur und Reaktivität von Ptaquilosid

3.1. Struktur

Ptaquilosid 1 ist eine farblose, amorphe Verbindung der
Summenformel C20H30O8,[8, 16] die in wäûriger Lösung allmäh-
lich in Pterosin B 3 [17] und D-Glucose umgewandelt wird. Die
1H- und 13C-NMR-Spektren deuten auf die Teilstruktu-
ren A ± G (Abb. 3) hin, in denen alle Kohlenstoff-Atome des

Abb. 3. Teilstrukturen von Ptaquilosid 1.

Aglycon-Anteils von 1 enthalten sind. Die Korrelation dieser
Teilstrukturen war mit den in den achtziger Jahren zur
Verfügung stehenden NMR-spektroskopischen Methoden
jedoch schwierig, so daû die Gesamtstruktur erst mit Hilfe
von LSPD-Experimenten [18] (LSPD� long-range selective
proton decoupling) aufgeklärt wurde.[8, 16] Die absolute Ste-
reochemie von 1 wurde durch eine Röntgenstrukturanalyse
von Ptaquilosidtetraacetat ermittelt.[19] Dabei zeigte sich, daû
Ptaquilosid 1 ein Norsesquiterpenglucosid des Illudan-Typs ist
und somit einer neuartigen Klasse von Carcinogenen ange-
hört. In den siebziger Jahren wurden zahlreiche Indanon-
artige Sesquiterpene, wie Pterosin B 3 als charakteristische

Bestandteile des Adlerfarns iso-
liert.[20] Diese entstehen wahr-
scheinlich durch Biosynthese aus
Illudan-Vorstufen wie dem Ptaqui-
losid 1. Sesquiterpene des Illudan-
Typs kommen in der Natur selten
vor; das als toxische Verbindung

eines biolumineszierenden Pilzes isolierte Illudin S 2 ist ein
typisches Beispiel dieser Stoffklasse.[21] Bemerkenswert ist,
daû Illudin S 2 antitumorwirksam ist, während Ptaquilosid 1
stark cytotoxisch ist.

3.2. Reaktivität

Wie bereits erwähnt, ist Ptaquilosid 1 eine instabile
Verbindung. Unter der Einwirkung von Säuren und Basen
entstehen leicht stabile aromatische Verbindungen mit In-
danon-Gerüst wie Pterosin B 3 (siehe Schema 1).[16] In einer
schwach alkalischen, wäûrigen Lösung (pH� 8) wird Ptaqui-
losid 1 unter Freisetzung von d-Glucose glatt in das instabile
Dienon 4 (siehe Schema 1) überführt. Dieses reagiert unter
alkalischen Bedingungen langsam und unter schwach sauren
Bedingungen rasch zu Pterosin B 3. Das Dienon 4 ist ein
starkes Elektrophil und wirkt gegenüber zahlreichen Nucleo-
philen wie Aminosäuren als starkes Alkylierungsmittel. Es
wird vermutet, daû die Heteroatome der Aminosäuren
(Sauerstoff, Stickstoff und Schwefel) durch 4 alkyliert werden.
So wird bei Reaktion mit Methionin tatsächlich das Schwe-
felatom der Aminosäure selektiv alkyliert und es entsteht das
S-Alkylmethionin 5. Dieses Ergebnis weist darauf hin, daû
das toxische Dienon 4 durch eine schwefelhaltige Aminosäure
effektiv in eine nichttoxische Indanon-Verbindung überführt
wird. Da Indanon-Verbindungen wie Pterosin B nicht carci-
nogen sind,[20] können schwefelhaltige Aminosäuren somit
möglicherweise als Entgiftungsmittel für Ptaquilosid 1 ein-
gesetzt werden.

4. Schädigung der DNA durch das primäre
Carcinogen

Die kovalente Bindung carcinogener Alkylierungsmittel an
die DNA ist ein wichtiger Bestandteil des Wirkmechanismus
dieser Substanzen, und es wird allgemein vermutet, daû durch
derartige chemische Modifikationen (Schädigungen) der
DNA die chemische Carcinogenese ausgelöst wird.[22] Carci-
nogene werden unterteilt in solche, die direkt, ohne enzyma-
tische Aktivierung mit der DNA und/oder Proteinen reagie-
ren, und solche, die metabolisch aktiviert werden müssen, um
reaktive Elektrophile, sogenannte primäre Carcinogene, zu
erzeugen, die dann mit der DNA und/oder Proteinen reagie-
ren.[22, 23] Die chemischen Eigenschaften von Ptaquilosid 1
weisen darauf hin, daû 1 als direkt wirkendes Carcinogen
einzustufen ist und daû das Dienon 4 das primäre Carcinogen,
die aktivierte Form von 1, ist. Wenn man bedenkt, daû die
meisten natürlich vorkommenden Carcinogene metabolisch
aktiviert werden, um primäre Carcinogene zu bilden, so ist
Ptaquilosid ungewöhnlich, da es das primäre Carcinogen 4
ohne metabolische Aktivierung erzeugt. Bei Carcinogenen,
die eine metabolische Aktivierung erfordern, ist es im all-
gemeinen schwierig, für chemische Untersuchungen notwen-
dige Mengen der primären Carcinogene zu erhalten. Es war
somit von Vorteil, daû im Falle des Adlerfarn-Carcinogens 1
die für bioorganische Untersuchungen benötigte Menge des
primären Carcinogens 4 einfach verfügbar war.
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4.1. DNA-Alkylierung durch das primäre Carcinogen [24]

Bei der Reaktion von Lachssperma-DNA mit dem primä-
ren Carcinogen 4 unter physiologischen Bedingungen (pH�
7.5, 37 8C) wurde die DNA modifiziert. Die thermische
Hydrolyse der modifizierten DNA (90 8C, 30 min) lieferte
N-7-Alkylguanin 6 (1.8% bezogen auf ein Nucleotid in DNA)
und N-3-Alkyladenin 7 (0.61%). Diese Ergebnisse zeigen,

daû die thermisch instabilen Stellen auf der DNA durch
Alkylierung mit 4 erzeugt wurden.

4.2. DNA-Spaltung durch das primäre Carcinogen [24, 25]

Die DNA-Spaltung durch das primäre Carcinogen 4 wurde
anhand der topologischen Veränderungen im Plasmid
pBR322 DNA ermittelt. Mit 3'- und 5'-32P-markierten
DNA-Fragmenten konnte gezeigt werden, daû 4 die DNA
an Adenin- und Guanin-Resten spaltet. Die Selektivität des
DNA-Strangbruchs hängt dabei von der Inkubationszeit ab.
So wurde bei Inkubation einer DNA-Probe mit 4 bei 37 8C
über 25 Stunden hauptsächlich eine Spaltung der DNA an den
Adenin-Resten beobachtet, während bei einer Inkubations-
zeit von 130 Stunden zusätzlich Schnitte an den Guanin-
Stellen auftraten. Das entscheidende Strukturmerkmal des
Antitumor-Wirkstoffs CC-1065 8 [26] ist der Cyclopropanring

in Konjugation mit der Dienonfunktion. Obwohl angenom-
men wird, daû die DNA-Spaltungen über einen ähnlichen
Mechanismus ablaufen, existieren doch signifikante Unter-
schiede zwischen den durch 4 und den durch CC-1065 8

ausgelösten DNA-Schädigungen.[27] So bildet 4 sowohl mit
Adenin- als auch mit Guanin-Resten Addukte, wohingegen 8
nur mit Adenin-Resten reagiert. Des weiteren bewirkt 4 unter
physiologischen Bedingungen die spontane Spaltung der
DNA an den Adenin-Positionen, während mit 8 hierzu
höhere Temperaturen (>70 8C) nötig sind.

4.3. Reaktion des Desoxytetranucleotids d(GTAC) mit
dem primären Carcinogen: molekularer Mechanismus der
DNA-Spaltung [25]

Für die Untersuchung des molekularen Mechanismus der
DNA-Spaltung diente das Desoxytetranucleotid d(GTAC) 9
als DNA-Modellsubstrat. Die Umsetzung von 9 mit dem
primären Carcinogen 4 (pH� 7.5, 0 8C, 15 h) lieferte die zwei
instabilen Addukte 10 und 11 (Schema 2). Das am Adenin
alkylierte Addukt 11 war etwa 10mal weniger stabil als das am
Guanin alkylierte Addukt 10 (t1/2� 3.2 bzw. 31 h, pH� 7.5,
32 8C [28]). Das Addukt 11 wandelte sich unter Freisetzung von
N-3-Alkyladenin 7 in d(GT-Desoxyribose-C) 12 um (Sche-
ma 3). Anschlieûend wurde unter physiologischen Bedingun-
gen (pH� 7.5, 32 8C, 29 d) der DNA-Strang gespalten, wobei
Desoxycytidin-5'-phosphat 14 und ein Gemisch der Aldehyde
13 entstanden. Letztere wandelten sich durch Michael-Addi-
tion von Wasser nach und nach in ein Gemisch der Alkohole
15 um. Der molekulare Mechanismus der DNA-Spaltung
durch 4 läût sich daher wie folgt veranschaulichen: Das
primäre Carcinogen 4 reagiert mit DNA zu N-3-Adenin- und
N-7-Guanin-Addukten. Die anschlieûende spontane Spaltung
der N-Glycosidbindung erfolgt bevorzugt an den modifizier-
ten Adenin-Resten, wobei basenfreie Positionen entstehen,
an denen das Desoxyribose-Rückgrat durch b-Eliminierung
gespalten wird.

5. Synthese beider Enantiomere des primären
Carcinogens und deren DNA-Spaltungsaktivität [29]

Die Herausforderung der Synthese von Ptaquilosin 16,[30]

dem Aglycon des Carcinogens Ptaquilosid 1, und die DNA-
Spaltungsaktivität des primären Carci-
nogens 4, das durch Umsetzung mit
Alkali aus 16 entsteht, veranlaûte uns,
die Synthese und die Eigenschaften bei-
der Enantiomere von 16 zu untersuchen.
Um beide Enantiomere effizient zu
erhalten, wurden die beiden Diastereo-
mere 18 a und 18 b aus einer gemeinsa-
men chiralen Vorstufe 17 durch stereoselektive Synthese am
neu entstehenden quatären Kohlenstoffatom hergestellt
(Schema 4).[31] Die Alkylierung des Lithiumenolats von
(1R,2R)-Cyclopentan-1,2-dicarbonsäure-(�)-menthylester 17
mit Methallylbromid in Gegenwart von HMPA bei ÿ78 8C
führte fast ausschlieûlich zum Diastereomer 18 a, wogegen die
Alkylierung des Lithiumenolats von 17 mit Methallylchlorid
in Abwesenheit von HMPA bei ÿ20 8C überwiegend das
andere Diastereomer 18 b lieferte, das durch Alkylierung der
sterisch stärker gehinderten Seite des Enolats entstand.
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Schema 2. Spaltung des Desoxytetranucleotids d(GTAC) durch das primäre Carcinogen 4 ± Teil 1.

Schema 3. Spaltung des Desoxytetranucleotids d(GTAC) durch das primäre Carcinogen 4 ± Teil 2.
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Abbildung 4 zeigt das Zwischenpro-
dukt, über das diese contrasteri-
sche [32] Alkylierung erklärt werden
kann.

Die Instabilität des Ptaquilosins 16
verursacht zahlreiche Probleme in
der Synthese. Eine der Hauptursa-
chen dieser Instabilität ist die zur
Dehydratisierung neigende Hydro-
xygruppe an C4. Wir wählten daher
einen Syntheseweg, bei dem die an-
guläre Hydroxygruppe erst ganz am

Ende unter äuûerst milden Bedingungen eingeführt wird.
Schema 5 zeigt die Synthese des natürlich vorkommenden

Enantiomers von 16, ausgehend vom Diastereo-
mer 18 a. Der entscheidende Schritt der Synthese
war die deformylierende Oxidation des Aldehyds
27, die unter ausreichend milden Bedingungen
über das Hydroperoxid 28 zum Ptaquilosin 16
führt. Das nichtnatürliche Enantiomer ent-16 wur-
de aus dem Diastereomer 18 b hergestellt. Als uns
beide Enantiomere 16 und ent-16 zur Verfügung
standen, überprüften wir, ob die beiden Enantio-
mere des primären Carcinogens, 4 und ent-4,
gegenüber der DNA eine unterschiedliche Reak-
tivität aufweisen. Es zeigte sich, daû das vom
natürlichen Ptaquilosin 16 abgeleitete primäre

Carcinogen 4 hinsichtlich seiner DNA-Spaltungsaktivität
etwa doppelt so wirksam ist wie das vom nichtnatürlichen
Ptaquilosin ent-16 abgeleitete ent-4. Weitere Untersuchungen
zur Synthese von 16 wurden beschrieben.[33, 34]

6. Synthese künstlicher Analoga des primären
Carcinogens

Die starke Elektrophilie des primären Carcinogens 4 wird
durch den reaktiven Cyclopropanring hervorgerufen, der in
Konjugation zur Ketogruppe angeordnet und Teil eines
Cyclopropylcarbinol-Systems ist. Das Zusammenwirken die-
ser Strukturfaktoren verstärkt offenbar die Reaktivität des

Schema 4. Diastereoselektive Alkylierungen der chiralen Vorstufe 17.

Schema 5. Synthese von Ptaquilosin 16. TBS� tBuMe2Si; LDA�Lithiumdiisopropylamid; TMS�Me3Si; Tf�F3CSO2.

Abb. 4. Möglicher
Übergangskomplex
bei der contrasteri-
schen Alkylierung.
R� (�)-Menthyl.
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Cyclopropanrings in 4. Unter dem Aspekt der Struktur-
Wirkungs-Beziehung ist daher interessant, einfache Analoga
von 4 herzustellen und deren DNA-Spaltungsaktivitäten zu
vergleichen. Des weiteren ist zu erwarten, daû diese einfachen
Analoga stabiler sind als das labile, primäre Carcinogen 4. Als
einfache Analoga synthetisierten wir das Keton 29, das einen
mit der Ketogruppe konjugierten Cyclopropanring enthält,
und den Alkohol 30, der ausschlieûlich das Cyclopropylcar-
binol-System enthält [35] (Abb. 5). Das Keton 29 war tatsäch-

Abb. 5. Strukturen und Halbwertszeiten des primären Carcinogens 4 und
der beiden künstlichen Analoga 29 und 30.

lich viel stabiler als das primäre Carcinogen 4 ; der Alkohol 30
erwies sich dagegen als deutlich instabiler (t1/2� 11 min, 3 h
bzw. 1.2 min; pH� 7.5, 26 8C). Es ist bemerkenswert, daû die
künstlichen Analoga 29 und 30 DNA-Spaltungsaktivitäten
zeigen, die mit denen des natürlichen, primären Carcinogens
4 vergleichbar sind.

7. Weitere Untersuchungen zu Farn-Carcinogenen

Nachdem wir über die Isolierung von Ptaquilosid 1 aus
Adlerfarn berichtet hatten, führten zahlreiche Arbeitsgrup-
pen Untersuchungen zur qualitativen und quantitativen
Analyse von 1 in Farnen durch. So berichteten Smith et al.
über 1 im Felsfarn (Cheilanthes sieberi) in Neuseeland und
Australien [36] und Alonso-Amelot et al. beschrieben, daû
Adlerfarn aus den tropischen Anden Venezuelas 1 enthält.[37]

Des weiteren wurde 1 in Farn aus England [38] sowie in Farnen
aus Costa Rica und Kanada [39] nachgewiesen. Natori et al.
konnten zeigen, daû 1 im Gegensatz zum Dienon 4 unter den
Standardbedingungen des Ames-Tests keine Mutagenität
zeigt. Sie entwickelten deshalb eine bequeme Methode zum
Nachweis von 1 durch einen modifizierten Ames-Test.[40, 41]

Natori et al. untersuchten die mutagenen Inhaltsstoffe in
Farnen der Pteridaceae-Familie.[42] Sie isolierten die mutage-
nen Verbindungen Hypolosid A (31), B (32) und C (33) [43]

(Abb. 6) sowie Dennstosid A [44] und klärten deren Strukturen
auf, die der des Ptaquilosids 1 ähneln. Mehrere Arbeits-
gruppen wiesen auf eine mögliche, vom Adlerfarn-Carcino-
gen ausgehende Gefahr für den Menschen hin. Dabei scheint

Abb. 6. Strukturen der Hypoloside A, B und C, 31, 32 bzw. 33.

die Übertragung des Carcinogens auf Milch eine besondere
Rolle zu spielen. So wurde berichtet, daû Milch von Kühen,
die mit Adlerfarn gefüttert wurden, eine carcinogene Wir-
kung auf Ratten und Mäuse ausübt.[45±48] Alonso-Amelot,
Smith et al. zeigten schlieûlich, daû die Milch von mit Farn
gefütterten Kühen Ptaquilosid 1 enthält.[49]

8. Zusammenfassung und Ausblick

Dieser Aufsatz beschreibt die Forschungsergebnisse zu
einem lange gesuchten Carcinogen des Adlerfarns. Es wurde
eine über die Carcinogenität gesteuerte, milde Extraktions-
methode entwickelt, die die Isolierung des instabilen, carci-
nogenen Ptaquilosids 1 ermöglichte. Es wurde gezeigt, daû 1
für eine Vielzahl biologischer Aktivitäten einschlieûlich der
Carcinogenität verantwortlich ist. Ptaquilosid 1 ist ein Nor-
sesquiterpenglucosid des Illudan-Typs. Unter schwach alkali-
schen Bedingungen wandelt sich 1 in das hoch reaktive,
primäre Carcinogen 4 um, das das Schwefelatom in schwe-
felhaltigen Aminosäuren alkyliert. Diese Entdeckung ermög-
licht es, schwefelhaltige Aminosäuren als Entgiftungsmittel
für 1 einzusetzen. Es zeigte sich, daû das primäre Carcinogen
4 nicht nur die Adenin- und Guanin-Moleküle der DNA
alkyliert, sondern auch die Spaltung der DNA bewirkt. Der
molekulare Mechanismus dieser DNA-Spaltung wurde detail-
liert aufgeklärt. Beide Enantiomere von Ptaquilosin 16, dem
Aglycon des Ptaquilosids, wurden synthetisiert. Die DNA-
Spaltungsaktivität des natürlichen, primären Carcinogens 4
war stärker als die des nichtnatürlichen Enantiomers ent-4.
Des weiteren wurden zwei künstliche Analoga, 29 und 30, mit
einfacherer Struktur als das primäre Carcinogen 4 hergestellt.
Deren DNA-Spaltungsaktivitäten waren mit denen von 4
vergleichbar. Ptaquilosid 1 ist ein starkes und auûergewöhn-
liches Carcinogen, das nun in gröûeren Mengen aus der
Pflanze erhalten werden kann. Es kann somit in Zukunft dazu
genutzt werden, den detaillierten Mechanismus der chemi-
schen Carcinogenese zu erforschen.[50]
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