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269. Identifizierung von Farnesol als Zwischenstufe in der Biosynthese
des Cantharidins aus Mevalonsiurelacton

7.Mitteilung zur Biosynthese des Cantharidins!)?)
von Martin G. Peter’), Wolf-Dietrich W oggon*) und Hans Schmid }
Organisch-Chemisches Institut der Universitit Ziirich, Rémistrasse 76, CH-8001 Ziirich
(5.X.77)

Identification of farnesol as an intermediate in the biosynthesis of cantharidin from mevalonolactone
Summary

Simultaneous injection of 2-['4C]-mevalonolactone (2-['*C]-1) and (E, E)-11",12-
[*H]-farnesol (11’,12-[*H]-2) into Lytta vesicatoria L. (Coleoptera, Meloidae) yields
doubly labelled cantharidin (3). The remainder of the precursor farnesol, re-isolated
from the insects after the incubation period, has incorporated “C-radioactivity. The
labelling pattern in this farnesol, as determined by two independent degradative
reaction sequences, is in agreement with the isoprene rule. Since specific incorpora-
tion of farnesol (2) into cantharidin (3), and of mevalonolactone (1) into both,
farnesol (2) and cantharidin (3) is observed, the sesquiterpene alcohol 2 acts as an
intermediate in the biosynthesis of the C;q-compound 3 (Scheme 1).

1. Einleitung. - In fritheren Mitteilungen wurde gezeigt, dass sowohl Mevalon-
sdurelacton (1) [2] als auch (F, E)-Farnesol (2) [1] [3] in spezifischer Weise in Can-
tharidin (3), den toxischen Inhaltsstoff von Kifern aus der Familie Meloidae (Co-
leoptera), eingebaut werden. Ferner fithrte die simultane Applikation von 2-['*C]-
Mevalonsiurelacton (2-['4C}-1) und 11/,12-[*H]-Farnesol (11’,12-[*H]-2) zu (*H und
4C)-doppelmarkiertem Cantharidin [3a].

Die Verteilung der Radioaktivitdt im Cantharidin nach Injektion der Vorldaufer
1 und 2 legt zwar die Formulierung eines Biosyntheseweges gemiss Schema I nahe,
ist aber kein ausreichendes Kriterium daftir, dass Farnesol ein reales Zwischenpro-
dukt in der Biosynthese des Cantharidins (3) aus Mevalonsidurelacton (1) darstelit.
Die geeignete Methode, einen eindeutigen Beweis zu erbringen, besteht in der An-
wendung der von Cornforth diskutierten «hot trap» [4], wonach das Auftreten von
(E,E)-Farnesol (2) als Zwischenstufe dann als gesichert angesehen werden kann,

Iy 6.Mitt.: siche [1].

2y Korrespondenzautor: W.-D. Woggon.

%) Neue Adresse: Institut fiir Organische Chemie und Biochemie der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-
Universitidt Bonn, Max-Planck-Strasse I, D-53 Bonn.

4)  Teil der Dissertation, Universitit Ziirich 1975.
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HO ’C H 3 Schema 1

wenn nach simultaner Applikation von z.B. 2-['*C]-Mevalonsiurelacton (2-['4C]-1)
und (E, E)-11",12-[*H]-Farnesol (11’,12-[*H]-2) sowohl das Cantharidin (3) als auch
zuriickisoliertes Farnesol (2) in spezifischer Weise doppelmarkiert sind.

2. Ergebnisse. - Eine bei 110-120°/0,01 Torr codestillierte Mischung aus (E, E)-
11’,12-[*H}-Farnesol (11/,12-[*H}-2; 0,243 mmol; 4,16 mCi) und 2-[**C]-Mevalon-
siurelacton (2-[**CJ-1; 0,252 mmol; 1,15 mCi) mit *H/"“C = 3,62 wurde als Aceton-
losung 105 adulten méinnlichen Lytra vesicatoria L. injiziert. 37 Insekten wurden
nach 26 Std. getOtet, homogenisiert und einem alkalischen Aufschlussverfahren
durch Erhitzen in 0,1 M Phosphatpuffer vom pH 11 unterworfen. Nach Behandeln
des auf pH 9,6 gestellten Hydrolysates mit alkalischer Phosphatase (E.C. 3.1.3.1.)
[5] wurde mit Dichloromethan extrahiert®) und die Farnesol-Fraktion (8,8 mg) nach
dem Versetzen mit 0,431 mmol radio-inaktivem 2 der Chromatographie an Kiesel-
gel unterworfen. Die weitere Reinigung erfolgte durch Herstellung des 3, 5-Dinitro-
benzoesdureesters 4 und dessen Umbkristallisieren bis zur Konstanz der Radioaktivi-
tit. Aus den gefundenen spezifischen Aktivititen (*H: (1,178+0,065)- 103
dpm/mmol und "C: (1,017 +0,028) - 10° dpm/mmol; 3H/*C=115,8) wurde berech-
net, dass 1,56% des den 37 aufgearbeiteten Insekten applizierten (E,E)-117,12-
[*H)-Farnesols (11’,12-[*H]-2) zuriickisoliert wurden, und dieses Farnesol 0,049%
der in Form von 2-['“C}-Mevalonsiurelacton (2-['*C]-1) applizierten "C-Aktivitit
enthielt. Die Menge des aus 2-['*C]-1 (spezifische Aktivitit: 4,56 mCi/mmol) de novo
biosynthetisierten ['“C]-Farnesols (['*C]-2), oder moglicherweise seines Pyrophos-
phates, betrug also mindestens (d.h. vorausgesetzt, dass keine Verdiinnung der
spezifischen Aktivitit im Verlaufe der Umwandlung von 1 in 2 aufgetreten war)
1,44 - 10~° mmol, entsprechend 86,6 ng Farnesol pro Insekt, bzw. bei deren Durch-
schnittsgewicht von 0,11 g [3a] approx. 0,8 pg/g.

Zur Bestimmung der Isotopenverteilung wurde das durch Methanolyse von 4
erhaltene, doppelmarkierte Farnesol 2a nach Verdiinnen mit radio-inaktivem 2
den in Schema 2 gezeigten Abbaureaktionen unterworfen. Ozonolyse von 2a ergab
nach reduktiver Aufarbeitung mit Lithiumaluminiumhydrid [6], erschopfender Ex-
traktion der gebildeten Alkohole und Umsetzung mit 3, 5-Dinitrobenzoylchlorid die
Ester 5-7, die nach wiederholter prip. DC. und Kristallisation Priparate konstanter
Aktivitit ergaben (Schema 2 und Tabelle I). Oxydative Spaltung von 2a mittels

5)  Bet diesem Verfahren wurde das gesamthaft vorhandene Farnesol isoliert, unabhingig davon, ob es
in freier Form oder moglicherweise als Pyrophosphat vorlag.
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Permanganat/Perjodat (vgl. [7]) fithrte zu radioaktiver Livulinsiure (9) und Aceton
(8), die separat der Umsetzung mit Natriumhydroxid/Jod/K aliumjodid unterworfen
wurden, wobei sich Jodoform (11) sowie die Sduren 10 und 12 bildeten. Die radio-
aktive Bernsteinsdure (12) lieferte bei Anwendung der Schmid:-Reaktion (vgl. [8])
radioaktives Athylendiamin (13) und inaktives Kohlendioxid (14). Die Resultate
dieses Abbaus sind in Tabelle 2 wiedergegeben.

Das Cantharidin (3) wurde aus der nach Abtrennen der Farnesol-Fraktion zu-
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Tabelle 1. Abbau von [*H,*C]-Farnesol (2a) durch Ozonolyse

Spezifische Aktivitdt .

Isotop (dpm/mmol) rel. Aktivitdt (%)
[*H,14C}-Farnesol (2a) *H (2,24£0,09) - 107 100
14C (1,9240,04) - 10° 100
5 SH (2,04£0,05) - 107 90,8
lac (6,66+0,32) - 104 34,6
6 *H 3,74 104 0,4
l4c (6,47£0,25) - 10* 67,3
7 H <4,5-102 <0,1
l4c <4,5-102 <0,2

Tabelle 2. Permanganat/ Perjodat-Abbau von [PH, '*C]-Farnesol (2a)

Spezifische Aktivitit
(dpm/mmol) rel. Aktivitat (%)
]4C
{*H, 14C}-Farnesol (2a) (2,938 +0,066) - 105 100
CH;COOH?) (10) (5,074£0,07) - 104 17,3
C(11) und C(11"y/C(12)
CHI; v (4,98+0,31)- 104 16,7
C(11)y/C(12)
CHI, (1) (1,60+0,04) - 10% 10,7
C(3") und C(7")
HOOC(CH,),COOH 12) 8,53- 104 57.1
C(3),C4), C(5),C6), C(N, C®),
C(9) und C(10)
H,N(CH,),NH,b) (13) (9,36 £0,02) - 104 62,7
C@), C(5), C(8) und C(9)
COy%) (14) (4,64£2,65) - 102 0,3

C(3), C(6), C(7) und C(10)

2)  Isoliert als Essigsdure-p-bromphenacylester.
by Isoliert als Dipikrat.
¢ Isoliert als Bariumcarbonat.

riickbleibenden wisserigen Phase (pH 9,6) ohne Zusatz von radio-inaktivem Can-
tharidin isoliert. Nach Ansduern mit 6 N Salzsiure wurde mit Dichloromethan extra-
hiert. Waschen des Eindampfriickstandes mit Pentan und Sublimation ergaben
29,7 mg eines angereicherten Cantharidin-Priparates, das nach dem Verdiinnen
mit 123,1 mg radio-inaktivem 3 (Gesamtmenge: 0,78 mmol) bis zur konstant blei-
benden Radioaktivitit umbkristallisiert wurde. Die gemessene spezifische
Aktivitdt betrug fir 3H: 1,28340,038107 dpm/mmol und fur #C: 2,990
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+0,089 - 10° dpm/mmol mit *H/%C=4,29. Aus der den 37 zur Aufarbeitung ge-
nommenen Kifern applizierten Radioaktivitit liess sich eine Einbaurate von 0,31%
(E, E)-11/,12-[*H]-Farnesol (11’,12-[*H]-2) und 0,26% 2-['*C]-Mevalonsiurelacton
(2-[**C]-1) berechnen.

3. Diskussion. - Aus den geschilderten Experimenten geht eindeutig hervor, dass
innerhalb der Versuchsdauer nach simultaner Applikation von 2-['*C]-Mevalon-
saurelacton (2-['*C]-1) und (E,E)-11’,12-[*H}-Farnesol (11’,12-[*H]-2) sowohl
Cantharidin aus beiden Vorldufern als auch Farnesol aus Mevalonsiurelacton bio-
synthetisiert werden. 2-[!*C]-1 wird dabei in spezifischer Weise der Isoprenregel
folgend (siehe Tabellen 1 und 2) in Farnesol inkorporiert. Der spezifische Einbau
von Mevalonsiurelacton (1) und von Farnesol (2) in Cantharidin (3) folgt aus frithe-
ren Experimenten [2] [3].

Infolge des zur Isolierung des Farnesols gewihlten Verfahrens bleibt die Frage,
ob 2a in freier Form oder als Pyrophosphat in den Insekten vorliegt, zunédchst un-
beantwortet. Sie scheint jedoch aufgrund der Beobachtungen, dass freies Farnesol
in Cantharidin inkorporiert wird und dass Farnesylsiure-methylester ein ebenso
guter Vorldufer fiir 3 ist wie freies Farnesol [9], nicht von Bedeutung zu sein.

Die Konzentration von freiem Farnesol in den Insekten ist offenbar sehr niedrig.
Der geringe Prozentsatz von aus den Insekten zuriickisoliertem 117,12-[*H]-2 (1,56%
der applizierten Menge) lisst auf eine weitgehende Umwandlung in andere Verbin-
dungen schliessen (vgl. [10]). Versuche, freies Farnesol in Lyrta-Mannchen nachzu-
weisen (GC., Nachweisgrenze 1 pg 2 pro g Insekten), verliefen erfolglos [11]. Die
nach Applikation von 2-['*C}-Mevalonsiurelacton (2-['*C]-1) in dem als «hot trap»
verwendeten 11’,12-[*H]-Farnesol (11’,12-[*H]-2) aufgefundene '“C-Aktivitit ist
jedoch ein Beweis fiir das Vorkommen von 2 in Lytta vesicatoria L., Wo es seiner er-
wiesenen Funktion nach eine Zwischenstufe in der Cantharidin-Biosynthese dar-
stellt.

Die vorliegende Arbeit wurde in dankenswerter Weise vom Schweizerischen Nationalfonds zur For-
derung der wissenschaftlichen Forschung unterstiitzt. Ferner danken wir Herrn Dr. J. Wiirsch (Hoffmann-
La Roche & Co. AG, Basel) fiir 2-{14C}-Mevalonsiurelacton, Herrn Dr. H. Schreier (Sandoz AG, Basel)
fur die grossziigige Unterstiitzung bei der Synthese von (E, E)-11",12-[3H]}-Farnesol und Herrn H. Fro-
hofer (mikroanalytische Abteilung der Universitit Ziirich) fiir Radioaktivitdtsmessungen.

Experimenteller Teil

Allgemeine Bemerkungen. - Vgl. [3].

1. Herstellung und Applikation des radioaktiven Injektionspriiparates. - 54,10 mg (0,243 mmol,
17,1 mCymmol)®) (E,E)-11",12-[*H}-Farnesol (11,12-[3H}-2), laut GC. 90,0% (E,E)-11",12-[*H]-2 und
10,0% (2Z,6 E)-11’,12-[3H]-2, wurden mit 32,80 mg (0,252 mmol, 4,56 mCi/mmol)7) 2-[14C]-Mevalon-
siurelacton (2-[!*C}-1) gemischt und bei 110-120%0,01 Torr codestilliert. Im Destillat betrug 3H/*C

% 1112-[3H]-2 der spezifischen Aktivitit 17,1 mCi/mmol wurde durch Verdiinnen von 11’,12-[3H}-2
der spezifischen Aktivitit 1,26 Ci/mmol (zur Synthese vgl. [3]) mit 2 gleicher Stereoisomeren-Zusam-
mensetzung (90% (E,E)-2, 10% (22,6 E)-2) erhalten.

7y 2-[14C]-Mevalonsiurelacton wurde uns von Herrn Dr. J. Wiirsch (Hoffmann-La Roche & Co. AG,
Basel) zur Verfiigung gestellt.
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=3,62. Es wurde in 1 ml Aceton geldst und die Losung 105 ménnlichen adulten Lyrta vesicatoria injiziert,
die in Sizilien gesammelt worden waren. Nach 26 Std. wurden die Insekten getotet.

2. Isolierung von [PH,!¥C]-Farnesol (2a) aus Lytta vesicatoria L. - 37 der aus dem oben beschriebe-
nen Einbauversuch stammenden Kifer wurden nach dem Homogenisieren in 180 ml 0,1M Phosphat-
puffer bei pH 11 suspendiert und 5 Std. unter Riickfluss erhitzt, am Ende wurde pH 8 gemessen. Durch
Zugabe von 0,1N Natriumhydroxyd wurde auf pH 9,6 gestellt und dann 4,5 Std. bei 35+ 1° mit einer
Losung von 100 mg alkalischer Phosphatase (E.C. 3.1.3.1., aus Kilberdarm, spezifische Aktivitit 1-3
Einheiten/mg, Fluka) in 10 ml 0,05M Natriumhydrogencarbonat inkubiert [5]. Danach wurde erschép-
fend mit Dichloromethan extrahiert. Der Eindampfriickstand des Dichloromethanextraktes wurde in
50 ml Pentan aufgenommen, Smal mit je 10 ml 0,2N Salzsdure extrahiert und nach dem Trocknen iiber
Kaliumcarbonat im RV. eingedampft. Zum Riickstand wurden 4,80 mg (E, E)-Farnesol (2) gegeben.
Nach Chromatographie an einer Kieselgel-Siaule mit Pentan/Ather 6:4 und anschliessender priap. DC.
mit Pentan/Ather 9:1 wurden 8,80 mg einer [*H,!4C]-Farnesol (2a) enthaltenden Fraktion erhalten.
Nach erneutem Verdiinnen mit 90,8 mg inaktivem (E,E)-2 (Gesamtmenge 95,6 mg (0,431 mmol)
[*H, ¥C}-Farnesol (2a)) wurde 2a in 5 ml abs. Pyridin gelost und mit 330,1 mg (1,43 mmol) 3,5-Dinitro-
benzoylchlorid versetzt. Nach 18 Std. Rithren bei 25° wurde wie iiblich aufgearbeitet. Nach prip. DC. an
Kieselgel mit Tetrachlorkohlenstoff/Athylacetat/Cyclohexan 7,5:1,5:1 wurden in 85,5proz. Ausbeute
159,60 mg (0,383 mmol) 3,5-Dinitrobenzoat 4 erhalten. Wiederholte Umkristallisation aus Pentan ergab 4
von konstanter Radioaktivitit (Smp.: 49,2-50,0°) der folgenden spezifischen Aktivitit: 3H: (1,178
+0,065) - 108 dpm/mmol), 14C: (1,017 £0,028) - 106 dpm/mmol; 3H/*C=115,8+ 3,3.

3. Ozonolyse von 2a (vgl. [6]). - 48,58 mg (0,117 mmol) des unter 2. beschriebenen Dinitrobenzoates
4in 10 ml Methanol/Ather 1:1 wurden nach Zugabe von 0,2 ml2M Natriummethylat in Methanol 2 Std. bei
25° gerithrt. Dann wurde eingedampft, der Riickstand in 10 ml Wasser aufgenommen und mit Ather
extrahiert. Der Eindampfriickstand der iiber Natriumsulfat getrockneten Atherphase wurde mittels
prip. DC. anKieselgel mit Ather/Pentan 1: 1 chromatographiert und das Farnesol 2a bei 110-120°/0,01 Torr
destilliert: 24,90 mg (0,112 mmol, 96,0%) 2a. Zur Durchfithrung des Abbaues {6] wurde das radioaktive
Farnesol 2a mit 106,61 mg (0,48 mmol) inaktivem (E, E)-2 verdiinnt; Gesamtmenge: 131,51 mg (0,592
mmol) 2a der folgenden spezifischen Aktivitat: *H: 2,263 107 dpm/mmol, 4C: 1,946 - 105 dpm/mmol;
SH/14C=116,3.

In eine Losung von 130,50 mg (0,578 mmol) 2a in 10 ml Dichloromethan/Methanol 6:4 wurde wih-
rend 1,5 Std. bei —75° Ozon eingeleitet. Dann wurde das iiberschiissige Ozon mit Stickstoff ausgetrieben
und das Losungsmittel abgezogen. Der farblose 6lige Riickstand wurde in 20 ml abs. Ather mit 67 mg
(1,75 mmol) Lithijumaluminiumhydrid versetzt und 12 Std. unter Riickfluss gekocht. Es wurde mit 10 ml
ges. wiisseriger Seignettesalzlosung versetzt und 1 Std. gerithrt. Dann wurden beide Phasen in einen Fliis-
sig-Flussig-Extraktor transferiert. Nach 75 Std. Extraktion mit Ather wurde die Atherphase durch De-
stillieren iiber eine 25-cm-Vigreux-Kolonne auf 5 ml eingeengt und mit 10 ml abs. Pyridin sowie 1,50 g
3,5-Dinitrobenzoylchlorid versetzt. Nach 24 Std. Riihren bei 25° wurde das Pyridin bei 0,01 Torr abge-
zogen und der feste Riickstand 5mal mit je 20 ml Dichloromethan digeriert. Der Auszug wurde einge-
dampft und das Gemisch der 3,5-Dinitrobenzoate 5-7 durch 2malige prip. DC. an Kieselgel mit Tetra-
chlorkohlenstoff/Athylacetat/ Cyclohexan 7,5:1,5:1 aufgetrennt. Es wurden isoliert: 10,01 mg (0,0394
mmol, 6,7%) 5 vom Smp. 122,0-122,5° (aus Ather) (spezifische Aktivitat: 3H: (2,037+0,05) - 10’dpm/
mmol, ¥C: (6,66+0,32) - 10* dpm/mmol), 15,30 mg (0,311 mmol, 2,6%) 6 vom Smp. 153,0-153,6° (aus
Benzol/Hexan) (spezifische Aktivitit: 3H: 3,74 - 10* dpm/mmol, 1“C: (6,47+0,25) - 10* dpm/mmol) und
schliesslich 9,71 mg (0,0213 mmol, 3,6%) 7 vom Smp. 173,0-174,0° (aus Benzol), das nicht radioaktiv war
(H, 1¥C: <1 dpm/mg).

4. Permanganat/Perjodat-Abbau von 2a (vgl. [7]). - 93,84 mg (0,225 mmol) des unter 2. beschriebe-
nen Dinitrobenzoates 4 wurden wie unter 3. verseift und aufgearbeitet. Es wurden 48,20 mg (0,217 mmol,
96,2%) 2a erhalten, das mit 115,6 mg (0,52 mmol) inaktivem 2 verdiinnt wurde. Bestimmung der spezifi-
schen Aktivitit ergab: 3H: 3,517 107 dpm/mmol, 1%C: 2,938 - 105 dpm/mmol; 3H/!*C=119,7.

160,40 mg (0,721 mmol) 2a wurden 5 Std. bei 20° unter Lichtausschluss mit 4,160 g (19,45 mmol)
Natriumperjodat, 80,0 mg (0,506 mmol) Kaliumpermanganat und 640,2 mg (4,63 mmol) Kaliumcarbonat
in 320 ml Wasser geschiittelt. Dann wurde wie in [7] beschrieben aufgearbeitet und das gebildete radio-
aktive Aceton 8 abdestilliert. Das hieraus erhaltene Jodoform ([*H,C]-11) (193,2 mg, 0,491 mmol,
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68,1%) hatte die folgende spezifische Aktivitit: 3H: (9,98 % 3.87) - 103 dpm/mmol, 14C: (4,98 +0.31) - 10¢
dpm/mmol. Aus der wisserigen, alkalischen, nach Abdestillieren des Acetons 8 zuriickgebliebenen Lo-
sung wurde die Essigsaure 10 gewonnen, die als p-Bromphenacylester isoliert wurde. Dessen Reinigung
mittels prap. DC. und Destillation [3a] lieferte 84,80 mg (0,330 mmol, 45,7%) Essigsiure-p-brom-
phenacylester der spezifischen Aktivitit: H: (1,82+0,06) - 107 dpm/mmol, *C: (5,17£0,07) - 10* dpm/
mmol. Die gleichfalls nach der in [7] beschriebenen Arbeitsweise erhaltene Lavulinsdure (9) wurde der
Jodoformreaktion unterworfen und ergab 259,0 mg (0,658 mmol, 45,6%) Jodoform (11; spezifische Akti-
vitdt: 3H: (4,5740,11)- 10* dpm/mmol, #C: (1,60+0,04) - 10* dpm/mmol). Aus der nach dem Jodo-
formabbau der Lavulinsdure zuriickbleibenden alkalischen Wasserphase wurde nach dem Ansiuern
die radioaktive Bernsteinsidure (12) extrahiert. Ausbeute 32,70 mg (0,277 mmol, 19,2%); spezifische Akti-
vitdt: SH: 5,38 - 10* dpm/mmol, **C: 8,53- 104 dpm/mmol. 12,70 mg (0,108 mmol) Bernsteinsiure (12)
wurden wie in [8] beschrieben zu Kohlendioxid (14, isoliert als Bariumcarbonat) und Athylendiamin
(13, isoliert als Dipikrat) abgebaut. Es wurden 20,3 mg (0,103 mmol, 47,7%) Bariumcarbonat (spezifische
Aktivitit: 1%C: 464+ 265 dpm/mmol) sowie 20,2 mg (0,039 mmol, 36,3%) Athylendiamin-Dipikrat (spezi-
fische Aktivitit: 3H: (4,07+0,11) - 10* dpm/mmol, 4C: (9,36 +0,02) - 10* dpm/mmol) erhalten.
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