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Abstract: Das Sesquiterpenoid 7-epi-Neopetason wurde iiber
das Wieland-Miescher-Keton synthetisiert. Die Verbindung
war identisch zu einem zuvor vorliufig identifizierten Be-
standteil des Bouquets von Penicillium roqueforti. Fiitte-
rungsexperimente mit >C-markierten Isotopomeren von Me-
valonolacton zeigten, dass die Oxidation an CI2 und die Iso-
merisierung der C11-CI12- zur C7-C11-Doppelbindung unab-
hingig voneinander und nicht iiber ein C7-CI11-C12-Allylra-
dikal in einem Schritt ablaufen. Fiitterung von (11,12,13-5C;)-
7-epi-Neopetason resultierte im Einbau der Isotopenmarkie-
rung in PR-Toxin, wodurch die Verbindung als biosyntheti-
sches Intermediat etabliert wurde.

Der Ascomycet Penicillium roqueforti kann aus Erde,
Pflanzen oder sich zersetzendem organischen Material iso-
liert werden und wird traditionell fiir die Produktion von
Roquefort und anderen Blauschimmelkédsen verwendet. Sein
Spektrum an Sekundidrmetaboliten beinhaltet nicht nur
Aromakomponenten, sondern auch stark biologisch aktive
Verbindungen wie das klinisch verwendete Immunsuppressi-
vum Mycophenolsiure (1, Abbildung 1),! das Neurotoxin
Roquefortin C (2)?3 und das sesquiterpenoide Mycotoxin
PR-Toxin (3). PR-Toxin inhibiert lebenswichtige zelluldre
Prozesse wie die Transkription” und Proteinbiosynthese!
und hat in Miusen eine letale Dosis (LDs,) von ca.
5 mgkg".l Die niedrigen Konzentrationen biologisch akti-
ver Sekundidrmetabolite im Schimmelkédse konnten mogli-
cherweise das ,,Franzosische Paradoxon®, d.h. das geringe
Auftreten kardiovasculdrer Mortalitdt in der franzosischen
Bevolkerung trotz des vergleichsweise hohen Konsums ge-
sittigter Fette und Alkohols, erklidren.”’ Nach der Struktur-
aufkldrung von 3 im Jahre 1975 durch Strong und Mitarbei-
ter!® wurden die verwandten Eremofortine B (4), A (5) und C
(6) sowie die oxygenierten Eremophilane 7-9 entdeckt.’?

Die Biosynthese von 3 wurde bisher nicht im Detail stu-
diert. Der erste Schritt ist die Umwandlung von Farnesyldi-
phosphat (FPP) in den Stammkohlenwasserstoff Aristolo-
chen (10) durch die Aristolochen-Synthase."*'! Obwohl
jingst fragmenthafte Informationen tiber das Biosynthese-
gencluster erhalten wurden,['” sind die Natur der meisten
biosynthetischen Intermediate sowie die genauen Funktionen
der Gene und Enzyme fiir deren Umsetzung immer noch
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Abbildung 1. Sekundidrmetabolite aus Penicillium roqueforti.

unklar. Die Eremofortine A—C und 7 sind als Intermediate
des Biosyntheseweges vorgeschlagen worden,!'>!%!7 aller-
dings konnten manche dieser Metabolite auch Nebenpro-
dukte der PR-Toxin-Biosynthese sein. Wir haben kiirzlich
iiber die Detektion von Nootkaten (11) und 7-epi-Neopeta-
son (12) in Duftstoffextrakten von P. roqueforti berichtet.'¥!
Wihrend 11 auf Basis seines Massenspektrums und Retenti-
onsindexes, die beide mit Literaturdaten iibereinstimmten,
sicher identifiziert wurde, konnte 12 lediglich vorlédufig iden-
tifiziert werden. Wir berichten nun iiber die unzweifelhafte
Identifizierung von 12 durch Totalsynthese und iiber Fiitte-
rungsexperimente mit isotopenmarkierten Vorstufen, die di-
rekte Einblicke in die Biosynthese von 3 geben.

Die Synthese von 12 ging von 2-Methylcyclohexan-1,3-
dion (13) aus, das zunichst nach einer bekannten Methode
iber das Wieland-Miescher-Keton (+)-14 in das Octalon 15
iiberfiihrt wurde (Schema 1).'**! In Anlehnung an eine be-
schriebene Prozedur fiir die Synthese von Petasin®!! wurde 15
anschlieffend in einer Aldoladdition an Aceton eingesetzt, um
Ligudicin C (16), einen bekannten Naturstoff aus Ligularia
dictyoneura,*? zu erhalten. Behandlung mit Trifluormethan-
sulfonsdureanhydrid in NEt; gefolgt von einer Hoffmann-
Eliminierung mit Hiinig-Base ergab die Zielverbindung 12.
Das synthetische 7-epi-Neopetason war beziiglich EI-Mas-
senspektrum und Retentionsindex identisch zur fliichtigen
Verbindung in den Duftstoffextrakten von P. roqueforti (siche
Abbildung S1 in den Hintergrundinformationen). Verbin-
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Schema 1. Synthese von 7-epi-Neopetason (12).

dung 12 erwies sich hinsichtlich der Isomerisierung der im
letzten Schritt installierten olefinischen Doppelbindung in die
konjugierte a,pB-Position als duBerst instabil. Diese Isomeri-
sierung wurde sogar nach einwochiger Lagerung bei —80°C
beobachtet.

Fiir eindeutige biosynthetische Studien wurden die 'H-
und “C-NMR-spektroskopischen Daten von 3 erneut durch
Anwendung zweidimensionaler NMR-Techniken einschlie$3-
lich 'H,'H-COSY, HSQC, HMBC und NOESY zugeordnet
(Tabelle 1). Die erhaltenen Daten klirten einige falsch zu-

Tabelle 1: Erneut zugeordnete 'H- und >*C-NMR-Daten von 3 in CDCl,.

CHl H (8, m, /) 3C ()

1 3.62 (d, J=3.5, 1H) 55.9 (CH)
2 3.92 (dd, })=4.9,% =36, 1H) 55.5 (CH)
3 511 (dd, 3J=5.1,%=5.1, 1H) 69.9 (CH)
4 1.77 (dq, */=5.4,%=6.9, TH) 42.7 (CH)
5 - 38.1 (C,)

6a 1.80 (d, 3 =14.5, 1H) 41.5 (CH,)
6b 213 (d, J=14.5, TH)

7 - 67.3 (C,)

8 - 191.7 (C,)

9 6.38 (s, TH) 129.9 (CH)
10 - 164.7 (C,)

1 - 67.4 (C,)

12 9.66 (s, 1H) 198.6 (CH)
13 1.45 (s, 3H) 13.6 (CH;)
14 0.99 (d, }J=7.1 Hz, 3H) 10.1 (CH;)
15 1.41 (s, 3H) 21.9 (CH,)
16 - 170.6 (C,)

17 2.13 (s, 3H) 20.7 (CH;)

[a] Nummerierung der Kohlenstoffpositionen wie in Abbildung 1.

[b] Chemische Verschiebungen 6 in ppm; Multiplizititen m: s = Singu-
lett, d = Dublett, m = Multiplett; Kopplungskonstanten "/ tiber n Bin-
dungen in Hertz. [c] Die Zuordnung der Kohlenstoffsignale (CHj;, CH,,
CH und C;) wurde aus einem DEPT-Spektrum abgeleitet.

geordnete chemische Verschiebungen im Bericht zur Struk-
turaufklirung von 3 (Vertauschung von C13 mit C15)® und
stimmten mit zwei spiteren Berichten iiberein.!'>!
Anschliefend wurde die Biosynthese von 3 durch Fiitte-
rung von (2-*C)- und (6-*C)Mevalonolacton (17) unter-
sucht.' Die isotopenmarkierten Verbindungen wurden an
Pilzkulturen auf hydratisiertem Reismedium™! gefiittert, und
nach zweiwochiger Kultivierung wurde 3 mit einer Ausbeute
von 50 mg aus 15 g Ndhrmedium isoliert. Fiitterung von (2-
13C)-17 gefolgt von Isolierung von 3 und *C-NMR-Analyse
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Abbildung 2. *C-NMR-Spektren von PR-Toxin (3). A) Unmarkiertes 3,
B) [3,9,12-°C;]-3 nach Futterung von (2-'°C)-17, C) [13,14,15-°C,]-3
nach Fitterung von (6-°C)-17, D) [11-"*C]-3 nach Fiitterung von isome-
risiertem (11-C)-12 (siehe Text, Einbau unklar) und E) [11,12,13-*C,]-
3 nach Futterung von (11,12,13-"°C;)-12. Sternchen zeigen Signale der
BC-angereicherten Kohlenstoffpositionen, Fragezeichen markieren
Signale von Kohlenstoffpositionen mit unklarem, aber erwartetem
Einbau der "*C-Markierung. Signale von Verunreinigungen sind durch-
kreuzt.

zeigte den Einbau der Markierung in C3, C9 und C12, wih-
rend Fiitterung von (6-C)-17 Einbau in C13, C14 und C15
ergab (Abbildungen 2B und 2C). Dieses Ergebnis war in
Ubereinstimmung mit fritheren Berichten iiber Fiitterungs-
experimente mit *C-markierten Vorstufen.”*2* Zusammen
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Schema 2. Hypothetischer Biosyntheseweg zu PR-Toxin (3). Schwarze und graue Punkte verweisen auf *C-markierte Kohlenstoffpositionen aus

zwei Fltterungsexperimenten.

mit unserer Erkenntnis, dass die Isotopenmarkierung von (6-
B3C)-17 spezifisch in das olefinische C12 von 10 eingebaut
wird,"® geben diese Fiitterungsexperimente einen detaillier-
ten Einblick in den stereochemischen Verlauf und Mecha-
nismus der PR-Toxin-Biosynthese.

Ein vorgeschlagener Biosyntheseweg zu 3, der als Ar-
beitshypothese entwickelt wurde, ist in Schema 2 gezeigt.
Generell beriicksichtigt dieser Vorschlag, dass Oxidationen
des Kohlenstoffgeriistes von 10 und aller spiteren Inter-
mediate insbesondere in allylischen Positionen begiinstigt
sind. Diesem Prinzip folgend kann 10 zuerst durch allylische
Oxidation in 12 umgewandelt werden. FEinfiihrung einer
weiteren olefinischen Doppelbindung, entweder durch eine
Dehydrogenase oder durch allylische Oxidation und Elimi-
nierung von Wasser, was die Bildung von 9 erkldren wiirde,
konnte 18 ergeben, das zu 19 oxidiert werden kann. Dessen
Epoxidierung wiirde Eremofortin B (4) liefern, das zu 20
acetyliert wird. Diese Verbindung wird dann zu 22 umgesetzt,
entweder durch eine direkte Oxidation iiber ein C7-C11-C12-
Allylradikal mit Einfiihrung einer Hydroxyfunktion an C12
oder in einem zweistufigen Prozess aus Isomerisierung der
Doppelbindung zu 21 und allylische Oxidation an C12. Wie
die Ergebnisse der Fiitterungsexperimente mit (2-"*C)- und
(6-"*C)-17 mit Hinblick auf die Einbaupositionen in 10 und 3
demonstrieren, muss C12 von 20 in C13 von 21/22 iibergehen,
wihrend C13 von 20 als C12 von 21/22 endet (oder es muss ein
ahnlicher Positionstausch von C12 und C13 auf der Stufe
eines alternativen Intermediates erfolgen). Diese Erkenntnis
widerspricht einem Mechanismus, durch den 20 direkt {iber
ein C7-C11-C12-Allylradikal in 22 umgewandelt wird, ist aber
in Einklang mit einer Isomerisierung von 20, das aus einer
anderen Konformation als gezeigt reagiert, die sich durch
Rotation um die C7-C11-Bindung ergibt, um so dass konju-
gierte Enon 21 zu ergeben. Dieser Prozess konnte spontan
sein, wenn auch ein strikter stereochemischer Verlauf gefor-
dert wire, und wére dhnlich zu der beobachteten spontanen
Isomerisierung von synthetischem 12. Nachfolgende allyli-
sche Oxidation von 21 zu 22, Epoxidierung zu Eremofortin C
(6) und Oxidation ergiben 3.

Eremofortin A (5), das zuvor als biosynthetisches Inter-
mediat vorgeschlagen wurde,'*!"! erscheint vielmehr als Ne-
benprodukt der Biosynthese durch frithzeitige Epoxidierung
von 21 erkldrbar; dessen Umsetzung in 22 wiirde die be-
nachteiligte Oxidation einer nichtaktivierten Methylgruppe
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erfordern. Die Existenz von 5 stiitzt auBerdem die Idee, dass
die Umwandlung von 20 zu 22 ein zweistufiger Prozess aus
Isomerisierung und allylischer Oxidation und nicht eine ein-
stufige allylische Oxidation ist. Die Tatsache, dass 22 im
Unterschied zu 5 nie aus P. roqueforti isoliert werden konnte,
widerspricht nicht dessen Natur als biosynthetisches Inter-
mediat, da ein Intermediat schnell umgesetzt werden wird,
wohingegen ein Nebenprodukt des Biosyntheseweges akku-
mulieren kann.

Der vorgeschlagene Biosyntheseweg wurde weiterhin
durch Fiitterung fortgeschrittener *C-markierter Intermed-
iate studiert. Zu diesem Zweck wurde (11-"*C)-12 iiber die in
Schema 1 gezeigte Route unter Verwendung von (2-
BC)Aceton in der Umwandlung von 15 zu (11-°C)-16 syn-
thetisiert. Das markierte (11-°C)-12 wurde an P. roqueforti
verfiittert, aber iiberraschenderweise konnte kein Einbau
festgestellt werden (Abbildung 2D). Da die synthetische
Verbindung (11-C)-12 mehrere Wochen vor Durchfiihrung
des Fiitterungsexperimentes hergestellt worden war, wurde
ihre Identitdt erneut durch GC/MS gepriift, wodurch aufge-
deckt wurde, dass das gesamte Material eine Isomerisierung
der Doppelbindung mit Umwandlung der Isopropenylgruppe
in die konjugierte Isopropylidengruppe vollzogen hatte,
obwohl die Verbindung bei —80 °C gelagert worden war. Zwei
Interpretationen schienen moglich, warum kein Einbau in 3
zu beobachten war: Erstens konnte das isomerisierte Material
oder eines seiner nachgelagerten Metabolite durch eines oder
mehrere Enzyme der PR-Toxin-Biosynthese nicht akzeptiert
werden, oder zweitens konnte der experimentelle Ansatz
schlecht gewihlt worden sein, insofern als ein fortgeschritte-
nes Intermediat des Biosyntheseweges moglicherweise
schlecht durch den Pilz aufgenommen wiirde. Ein weiteres
Problem des experimentellen Ansatzes schien zu sein, dass
die Detektion der Isotopenmarkierung im Fall geringer Ein-
bauraten (< 0.2 %) schwierig wire, da dies zu nur leicht ver-
starkten und somit wenig aufschlussreichen “C-Signalen
fithren wiirde. Allerdings miissen geringe Einbauraten wegen
des hohen Produktionsniveaus von 3 durch P. roqueforti in
Betracht gezogen werden. Um diese Probleme zu umgehen,
wurde (11,12,13-"*C;)-12 aus (*C;)Aceton synthetisiert und
sofort nach Herstellung an P. roqueforti gefiittert. Obwohl die
Einbauraten von (11,12,13-°C;)-12 gering waren, konnte der
Einbau der Markierung in die Positionen C11/C12/C13 von 3
unzweifelhaft durch die Detektion von Satellitensignalen
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links und rechts neben den entsprechenden Peaks der fiir die
nichtmarkierten Kohlenstoffatome nachgewiesen werden, die
ihren Ursprung in "C,*C-Kopplungen haben (Abbil-
dung 2E).

Zusammenfassend haben wir 7-epi-Neopetason (12) syn-
thetisiert, das sich als identisch mit einer zuvor vorldufig
identifizierten volatilen Verbindung in Duftstoffextrakten des
PR-Toxin-Produzenten Penicillium roqueforti erwies. Die
Instabilitdt von 12 beziiglich einer Doppelbindungsisomeri-
sierung konnte auf eine entsprechende spontane Isomerisie-
rung auch wihrend der PR-Toxin-Biosynthese hinweisen.
Fiitterungsexperimente mit zwei *C-markierten Isotopome-
ren von Mevalonolacton deckten auf, dass die Oxidation
eines Intermediates mit C11-C12-Doppelbindung iiber ein
C7-C11-C12-Allylradikal mit gleichzeitiger Einfithrung einer
Hydroxyfunktion an C12 keine geeignete Erklarung fiir die
betreffende Doppelbindungsisomerisierung liefert. Die Er-
gebnisse der Fiitterungen zeigen vielmehr, dass die Oxidation
an C12 von der Isomerisierung der Doppelbindung unab-
hingig ist. Verbindung 12 konnte auerdem durch Fiitterung
von (11,12,13-*C;)-12 als Intermediat der PR-Toxin-Biosyn-
these nachgewiesen werden. Viele Intermediate dieses Bio-
syntheseweges wurden bis heute postuliert,">'*7) und hier
liefern wir den ersten experimentellen Beweis dafiir, dass 12
ein echtes Intermediat ist. Die Strategie, drei benachbarte
Kohlenstoffe in 12 zu markieren, ermoglichte eine sehr
empfindliche Detektion des Einbaus durch die Beobachtung
von Satellitensignalen aufgrund von *C,"*C-Kopplungen. Das
Phinomen der “C,*C-Kopplung in der “C-NMR-Spektro-
skopie kann iiberdies genutzt werden, um Umlagerungen von
Kohlenstoffgeriisten, etwa wihrend Terpencyclisierungen,
durch die Beobachtung von umlagerungsinduzierten *C,"”C-
Kopplungen zu verfolgen,?”? oder es bietet die Moglichkeit
zur  Strukturaufklirung durch PCPC-COSY-NMR.?!
Weitere Anwendungen von Isotopenmarkierungstechniken
zur Aufkldrung von Schliisselschritten in Biosynthesewegen
sind Gegenstand unserer gegenwirtigen Forschung.
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