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Strukturrevision und Aufkl�rung der Biosynthese von Hypodoratoxid
durch ein 13C,13C-COSY-NMR-Experiment
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Abstract: Die Fîtterung von (2,3,4,5,6-13C5)Mevalonolacton
an den Pilz Hypomyces odoratus lieferte einen komplett
markierten Sesquiterpenether. Die Konnektivit�t der Kohlen-
stoffatome wurde aus einem 13C,13C-COSY-Spektrum er-
schlossen und ergab eine Struktur, die sich von der fîr Hypo-
doratoxid zuvor berichteten unterschied, obwohl die 13C-
NMR-spektroskopischen Daten îbereinstimmten. Die Struk-
turrevision fîr Hypodoratoxid wird pr�sentiert. Dessen abso-
lute Konfiguration wurde vorl�ufig aus derjenigen des Come-
taboliten cis-Dihydroagarofuran abgeleitet. Die Biosynthese
wurde durch Fîtterung von (3-13C)- und (4,6-13C2)Mevalono-
lacton untersucht, die Einblicke in komplexe Gerîstumlage-
rungen w�hrend der Terpencyclisierung durch 13C,13C-Kopp-
lungen gaben.

Ein Hçhepunkt der molekularen Diversit�t unter den Se-
kund�rmetaboliten wird durch mehr als 50 000 bekannte
Terpene aus allen Reichen des Lebens repr�sentiert. Die
Biosynthese der Terpene verl�uft îber komplexe Reaktionen,
die meist von nur einer Terpencyclase katalysiert werden, die
lineare Vorstufen wie Geranyldiphosphat (GPP), Farne-
syldiphosphat (FPP) oder Geranylgeranyldiphosphat
(GGPP) in Terpenkohlenwasserstoffe oder -alkohole um-
setzt. Diese Konversion verl�uft in einer Dominoreaktion
îber kationische Intermediate, die mehrere Elementar-
schritte wie Cyclisierungen, Hydrid- oder Protonenwande-
rungen, Wagner-Meerwein-Umlagerungen und Fragmentie-
rungen umfasst und letztlich ein polycyclisches Gerîst mit
mehreren Stereozentren liefert.[1] Das ursprîngliche Produkt
kann durch Oxygenasen, Acyltransferasen usw. modifiziert
werden, sodass ein hochfunktionalisiertes Terpen entsteht.
Die Komplexit�t der Terpenstruktur macht deren Aufkl�rung
schwierig, und obwohl die Strukturen von Terpencyclasen viel
zum Verst�ndnis der Terpenbiosynthese beigetragen
haben,[2–9] ist es eine anspruchsvolle Aufgabe, Einblicke in die
komplizierten Mechanismen von Terpencyclisierungen zu
erlangen. Wir berichten hier îber einen Ansatz, beide Pro-
bleme durch Fîtterung von 13C-markierten Vorstufen und
13C,13C-Korrelationsspektroskopie (COSY) anzugehen.

In unserer Forschung zur Biosynthese bakterieller und
pilzlicher Terpene bemerkten wir die Bildung eines Sesqui-
terpens 1 durch den Pilz Hypomyces odoratus DSM 11934,
das von Spuren anderer Terpene begleitet war (Abbildung 1).
Zwei dieser Cometaboliten wurden per GC/MS als Proto-
illud-6-en (2) und cis-Dihydroagarofuran (3) identifiziert

(Massenspektren von 1–3 siehe Abbildung 1 der Hinter-
grundinformationen).[10, 11] Zur Strukturaufkl�rung von
1 wurde (2,3,4,5,6-13C5)Mevalonolacton îber eine bekannte
Route synthetisiert (Schema 1 der Hintergrundinformatio-
nen).[12, 13] In diesem Isotopologen des Mevalonolactons sind
alle fînf Kohlenstoffatome, die in Terpene eingebaut werden,
markiert. Die Verbindung wurde an H. odoratus verfîttert,
und anschließend wurde [13C15]-1 isoliert (16 % Einbaurate;
das Material war eine Mischung haupts�chlich aus unmar-
kiertem und komplett markiertem 1; siehe Abbildung 2A der
Hintergrundinformationen). Dies ermçglichte eine Struktur-
aufkl�rung von 1 durch ein 13C,13C-COSY-Experiment, wo-
durch sich seine Planarstruktur ergab (Abbildung 2).

Fîr die Aufkl�rung der relativen Konfiguration wurde
unmarkiertes 1 in einer Ausbeute von 15 mgL¢1 isoliert, und
der volle Satz NMR-spektroskopischer Daten inklusive 1H-,
13C-, 13C-DEPT-135-, 1H,1H-COSY-, HSQC-, HMBC- und
NOESY-Spektren wurde aufgenommen. Ein Vergleich der
13C-chemischen Verschiebungen von 1 (in CDCl3) mit den
zuvor berichteten von Hypodoratoxid (in C6D6)

[14] legte ihre
Identit�t nahe, was durch erneute Aufnahme des 13C-NMR-
Spektrums von 1 in C6D6 (Tabelle 1) und Vergleich der
Massenspektren best�tigt wurde. Da die 13C,13C-COSY-Daten
mit der berichteten Struktur 4 von Hypodoratoxid im Wi-
derspruch lagen,[14] war eine Strukturrevision erforderlich.
Die detektierten HMBC-Korrelationen waren in Einklang
mit der aus dem 13C,13C-COSY-Spektrum abgeleiteten
Struktur (Abbildung 3), wobei die �berlagerung von Signa-
len mehrerer Protonen im 1H-NMR-Spektrum ihre Fehlin-
terpretation begînstigt haben mag. Da dies ein generelles
Problem bei der Strukturaufkl�rung komplexer Naturstoffe

Abbildung 1. Totalionenstromchromatogramm eines Duftstoffextraktes
von Hypomyces odoratus DSM 11934.
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ist, demonstrieren unsere Erkenntnisse die Vorteile einer
13C,13C-COSY-basierten Strukturaufkl�rung.

Die relative Konfiguration von 1 wurde durch ein
NOESY-Experiment bestimmt (Abbildung 4). Schlîsselkor-

relationen wurden zwischen H-7 (d = 1.57 ppm) und H-11
(d = 1.25 ppm) gefunden, was diese auf derselben Seite von
1 platziert. Dies wurde durch eine Korrelation zwischen Heq-6
(d = 1.47 ppm) und H-15 (d = 1.03 ppm) best�tigt, die sich in
�hnlichen Positionen der gegenîberliegenden Seite befinden.
Die �quatoriale Position von Heq-6 wurde aus einer Korrela-
tion zwischen Hax-6 (d = 1.65 ppm) und H-14 (d = 1.29 ppm)
erschlossen. Die Konfiguration des Spirozentrums, d. h. die
Anordnung der Kohlenstoffatome C-1, C-7, C-8, C-9 und C-
10 entgegen dem Uhrzeigersinn bei Sicht auf 1 wie in Ab-
bildung 4, war durch eine Korrelation zwischen dem axialen
Hax-5 (d = 1.43 ppm) und H-15 erwiesen (die �quatoriale

Orientierung Heq-5 (d = 1.55 ppm)
wurde aufgrund einer Korrelation
zu H-14 ermittelt).

Schema 1 zeigt einen vorge-
schlagenen Mechanismus fîr die
enzymatische Umsetzung von FPP
zu 1. Die Reaktion startet mit der
Cyclisierung von FPP zum (E,E)-
Germacradienyl-Kation (A), das
unter Angriff von Wasser zu Hedy-
caryol (5) reagiert. Dessen Proto-
nierung initiiert eine Cyclisierung
zum Kation B, der sich eine 1,2-
Hydridwanderung zu C anschließt.
Eine nachfolgende 1,2-Methylwan-
derung resultiert in D, das durch
Wagner-Meerwein-Umlagerung
mit Ringkontraktion zu E und in-
tramolekularen Angriff der Hydro-
xygruppe am kationischen Zentrum
mit Inversion der Konfiguration
1 liefert. Die Bildung des Neben-
produktes 3 (Abbildung 1) erkl�rt
sich durch intramolekularen An-
griff der Hydroxygruppe am katio-
nischen Zentrum in C unter Re-
tention der Konfiguration. Die re-
lative Konfiguration von 3 ist in

Abbildung 2. 13C,13C-COSY-Spektrum von [13C15]-1 in CDCl3. Alle be-
nachbarten Kohlenstoffatome entlang den fett gezeichneten Linien von
1 zeigen Kreuzpeaks, mit Ausnahme der beiden quart�ren Kohlenstoff-
atome. Der Grund fír dieses fehlende Signal ist die langsamere Spin-
relaxation gegeníber derjenigen anderer Kohlenstoffatome. Die C1-C2-
Bindung wurde stattdessen aus Signalmultiplizit�ten erschlossen (Ab-
bildung 3 der Hintergrundinformationen). Eine vergrçßerte Version
dieser Abbildung findet sich als Abbildung 4 der Hintergrundinforma-
tionen.

Tabelle 1: 1H-NMR-spektroskopische Daten von 1 sowie Vergleich der 13C-NMR-spektroskopischen
Daten von 1 und Hypodoratoxid in C6D6.

C[a] 1H (d, m, J)[b]

1

13C (d)[c]

1

13C (d)[c]

Hypodoratoxid[14]

2 86.7 (Cq) 86.7 (Cq)
12 81.3 (Cq) 81.3 (Cq)
1 51.7 (Cq) 51.8 (Cq)
4 1.64, m 44.0 (CH) 44.0 (CH)

10 2.34, dddd, 2J = 13.6, 3J =7.0, 1.9, 4J = 1.9
1.05, m

40.5 (CH2) 40.5 (CH2)

3 1.75, ddd, 2J = 11.7, 3J = 4.6, 4J =2.5
1.62, d, 2J = 11.8

39.8 (CH2) 39.9 (CH2)

7 1.57, m 38.9 (CH) 38.9 (CH)
8 1.73, m

1.08, m
38.0 (CH2) 37.9 (CH2)

6 1.65, m
1.47, m

30.9 (CH2) 30.9 (CH2)

13 1.18, s 30.8 (CH3) 30.7 (CH3)
5 1.55, m

1.43, m
26.8 (CH2) 26.8 (CH2)

9 1.47, m
1.23, ddddd, 2J =12.0, 3J =12.0, 12.0, 7.1, 6.1

25.9 (CH2) 25.8 (CH2)

11 1.25, s 23.9 (CH3) 23.9 (CH3)
14 1.29, s 23.2 (CH3) 23.1 (CH3)
15 1.03, d, 3J = 6.8 17.8 (CH3) 17.8 (CH3)

[a] Kohlenstoff-Nummerierung wie in Abbildung 3. [b] Chemische Verschiebungen d in ppm, Multipli-
zit�ten m: s = Singulett, d = Dublett, m = Multiplett; Kopplungskonstanten nJ sind íber n Bindungen
und in Hertz. [c] Zuordnung der Kohlenstoffatome (CH3, CH2, CH und Cq) wurde aus dem DEPT-
Spektrum ermittelt.

Abbildung 3. Schlísselkorrelationen beim HMBC-Experiment von
Hypodoratoxid und ihre Interpretation fír die revidierte (1) und berich-
tete Struktur (4). Die Nummerierung der Kohlenstoffatome von 1 folgt
der systematischen Nomenklatur nach IUPAC, diejenige von 4 der be-
richteten Zuordnung der 13C-NMR-Signale (Tabelle 1). Man beachte,
dass einige der Interpretationen der HMBC-Korrelationen in der Ori-
ginalarbeit andere Wasserstoffatome als in dieser Arbeit betreffen (z.B.
wird die Korrelation H-9/C-2 hier als H-6/C-2-Korrelation interpretiert;
die 1H-NMR-Signale von H-9 und H-6 íberlappen).
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Einklang mit derjenigen von 1. Kenntnis îber die absolute
Konfiguration von 3 g�be einen Hinweis auf die absolute
Konfiguration von C, aus der die absolute Konfiguration von
1 erschlossen werden kçnnte. Daher wurden 18 mg von 3 aus
H. odoratus in einer Ausbeute von 3 mg L¢1 isoliert. Die 13C-
NMR-spektroskopischen Daten stimmten mit den fîr cis-
Dihydroagarofuran (3) berichteten îberein,[15] was die GC/
MS-basierte Identifizierung verifizierte. Die optische Akti-
vit�t des isolierten (++)-3 ließ auf die in Schema 1 gezeigte
absolute Konfiguration schließen, die derjenigen von (¢)-3
aus Prostanthera ovalifolia (Lamiaceae) entgegensteht,[16]

w�hrend dies der erste Bericht îber (++)-3 aus einer natîrli-
chen Quelle ist. In der Konsequenz ist die absolute Konfi-
guration von Hypodoratoxid (1R,2S,4S,7S)-1. Diese Zuord-
nung ist vorl�ufig, da die Biosynthese von 1 und 3 durch zwei
verschiedene Terpencyclasen nicht ausgeschlossen werden
kann.

Der vorgeschlagene Cyclisierungsmechanismus fîr
1 wurde in zwei Fîtterungsexperimenten mit den Isotopolo-
gen (3-13C)-6a und (4,6-13C2)-6b des Mevalonolactons unter-
sucht.[12] Fîtterung von 6a resultierte im Einbau der Mar-
kierung in C-3, C-7 und C-11 von FPP (68% Einbaurate,
Abbildung 2B der Hintergrundinformationen) und lieferte
interessante Einblicke in die Terpencyclisierung. Die vorge-
schlagene Ringverengung von D zu E wurde direkt aus zwei
Dubletts fîr die benachbarten markierten Kohlenstoffatome
C-1 und C-7 im 13C-NMR-Spektrum ersichtlich (Abbil-
dung 5A). Die Fîtterung von 6b ergab einen Einbau der
Markierung in C-2, C-6, C-10, C-13, C-14 und C-15 von FPP
(10 % Einbaurate; Abbildung 2C der Hintergrundinforma-

tionen; die Nummerierung der Kohlenstoffatome von FPP ist
in Schema 1 gezeigt). Das 13C-NMR-Spektrum des Cyclisie-
rungsproduktes wies Dubletts fîr die benachbarten markier-

Abbildung 4. Schlísselkorrelationen beim NOESY-Experiment von
Hypodoratoxid (1).

Schema 1. Biosynthese von Hypodoratoxid (1). Graue und schwarze Punkte zeigen 13C-Markierungen aus zwei Fítterungsexperimenten. PP= Di-
phosphat, WMU= Wagner-Meerwein-Umlagerung.

Abbildung 5. Untersuchung von Terpencyclase-Mechanismen durch
Fítterungsexperimente. A) 13C-NMR-Spektrum von [1,7,12-13C3]-1, er-
halten nach Fítterung von (3-13C)-6a. B) 13C-NMR-Spektrum von
[2,4,10,11,13,15-13C6]-1, erhalten nach Fítterung von (4,6-13C2)-6b. Die
Signale fír C-2 und C-11 sind auch expandiert dargestellt (Weite:
800%). Einige der zus�tzlichen 13C-Signale entspringen dem Einbau in
das Nebenprodukt 3 der Hypodoratoxid-Synthase (markiert durch
Sternchen). Das Signal bei d = 23.1 ppm, das dem geringfígigen
Einbau in C-14 von 1 zugeordnet werden kann, kann zum Teil auch
aus dem Einbau in C-13 von 3 resultieren.
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ten Kohlenstoffatome C-2 und C-11 auf, die mit der 1,2-Me-
thylwanderung von Intermediat C zu D in Einklang sind
(Abbildung 5B). Der Einbau der Markierung weitgehend nur
in C-13 (ca. 90% der Markierung in C-13 von FPP) und nur in
geringem Umfang in C-14 von 1 (ca. 10 %) verwies auf einen
strikten stereochemischen Verlauf des Angriffs von Wasser an
Kation A. Eine �hnliche Kontrolle îber den stereochemi-
schen Verlauf von Terpencyclisierungen in Bezug auf das
Schicksal der geminalen Methylgruppen der linearen Ter-
penvorstufen wurde zuvor auch in anderen Terpencyclase-
katalysierten Reaktionen beobachtet.[1, 12,17–19]

Die Strategie, einen Naturstoff durch Fîtterung 13C-mar-
kierter Vorstufen fîr die Strukturaufkl�rung durch fort-
schrittliche NMR-spektroskopische Methoden zu markieren,
ist zuvor in den F�llen des Diterpens Miltiradien aus dem
Lycophyten Selaginella moellendorfii,[20] der Solwarins�u-
ren A und B aus dem marinen Actinomyceten Solwaraspo-
ra sp. WMMB-329[21] und des Polyketids Forazolin A aus der
marinen Actinomadura sp. WMMB-499 angewendet
worden.[22] Wir steuern hier ein Beispiel bei, das zeigt, dass
diese Technik nicht nur Strukturaufkl�rungen einfacher
macht, sondern auch zuverl�ssiger sein kann, da Fehlinter-
pretationen von HMBC-Korrelationen vermieden werden
kçnnen.

Grîndlich geplante Fîtterungsexperimente mit 13C-mar-
kierten Vorstufen kçnnen detaillierte Einblicke in die Ge-
rîstumlagerungen w�hrend der Biosynthese eines Natur-
stoffes liefern. W�hrend durch Umlagerung induzierte
13C,13C-Kopplungen nur selten als Nachweis von Gerîstum-
lagerungen verwendet worden sind,[23] haben die Fîtterung
mehrfach 13C-markierter Vorstufen, gewçhnlich (1,2-
13C2)Acetat, und der Verlust von 13C,13C-Kopplungen auf-
grund von Bindungsspaltungen durch Umlagerungen in der
Vergangenheit h�ufig Verwendung gefunden.[24] Ein interes-
santer, komplement�rer Ansatz, um Mechanismen der Nat-
urstoffbiosynthese zu studieren, ist der Einsatz von Deuteri-
ummarkierungen, wie jîngst verwendet, um Epimerisie-
rungsreaktionen in der Biosynthese nichtribosomaler Peptide
zu verfolgen.[25,26] Eine weitere Studie, die die Verwendung
von 13C- und Deuteriummarkierungen kombinierte, ist jîngst
in unseren Laboratorien durchgefîhrt worden, um mecha-
nistische Aspekte der Terpenbiosynthese zu beleuchten.[27]

Diese und viele frîhere Beispiele zeigen auf, wie Isotope zur
Lçsung spezieller Probleme in der Naturstoffchemie einge-
setzt werden kçnnen.

Stichwçrter: Biosynthese · Isotopenmarkierung ·
NMR-Spektroskopie · Strukturaufkl�rung · Terpenoide
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