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Zellfreie Hefeextrakte filhren markierte Mevalonséure in Squalen iber. Es wird iiber Versuche be-

richtet, in denen zwei neue Zwischenprodukte isoliert und als Isopentenyl-pyrophosphat und Farne-

syl-pyrophosphat identifiziert werden konnten. Die prédparative Synthese von Isopentenyl-pyrophos-

phat wird beschrieben und seine biologische Umwandlung in Farnesyl-pyrophosphat und Squalen

diskutiert. Die markierte Verbindung lieB sich mit Enzymen anderer Herkunft in Cholesterin und

Kautschuk inkorporieren und erwies sich damit als der universelle Baustein der unter die ,,Isopren-
Regel* fallenden Naturstoffe.

Mit der Entdeckung der Mevalonsdure im Laborato-
rium von K. Folkers3- %) ist das Studium der Biosynthese
der Terpene und Steroide aus Essigsdure in eine neue Phase
getreten. Nachdem Tavormina, Gibbs und Huff>) gezeigt
hatten, daB zellfreie Leberextrakte radioaktive Mevalon-
saure in Cholesterin einzubauen vermogen, erschienen in
rascher Folge Verdffentlichungen, in denen die Inkorpora-
tion der Mevalonsaure in Squalen®-9), in die Carotinoide0-11),
in Mono-1% 13) und Triterpene™) oder in Kautschuk1®)
beschrieben wurde. Es war somit klar, dafl aus Mevalon-
sdure das ,,aktive Isopren“ gebildet wird, das bei der
Biosynthese der Terpene und damit verwandter Natur-
stoffe als Baustein dient. Auf die Existenz eines solchen
gemeinsamen Bausteins muBte man wegen der Giiltigkeit
der ,,Isopren-Regel* schiieBen, die L. Ruzicka'®) bei seinen
bahnbrechenden Forschungen iiber die chemische Kon-
stitution der Terpene erkannt und formuliert hat.

Hinsichtlich des beteiligten Enzymsystems wurde
bisher die Umwandlung der Mevalonsidure in Squalen
am eingehendsten studiert. Es ist kaum daran zu zweifeln,
daB die hierbei gewonnenen Erfahrungen fiir das Problem
der Terpen-Biosynthese von allgemeinerer Bedeutung sind.
Dies betrifft vor allem die Frage nach der Art und Weise,
wie die Molekeln des Bausteins zu lingeren Kohlenstofi-
ketten zusammengefiigt werden.

Wie Popjdk und Mitarbeiter!?) bei ihren Komponenten-
studien fanden, bengtigen Enzyme der Leber zur Squalen-
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Synthese aus Mevalonsidure: ATP*), DPNH, TPNH und
Mg+, AuBerdem scheint auch Coenzym A beteiligt zu sein.
Nach Amdur, Rilling und Bloch7), die sich mit dem gleichen
Enzymsystem der Hefe befaBten, ist auBer ATP und
DPNH Mn2+ eine unentbehrliche Komponente. Wir kamen
in Versuchen an Hefezellen, die durch wiederholtes Ein-
frieren in fliissiger Luft aufgeschlossen wurden®), zu einem
etwas anderen Resultat. Zellfreie Extrakte, die durch Zer-
schlagen der vorbehandelten und gewaschenen Backerhefe
mittels Glasperien gewonnen wurden, konnten ohne Mn?*+,
allein mit ATP, TPNH und Mg?+ Squalen aus Mevalon-
sdure aufbauen®). Der erste Schritt dieser Biosynthese ist
die Phosphorylierung der Mevalonsdure (1) durch ATP,

. wobei 5-Phospho-(+)-mevalonsdure (II) entsteht.

CH,
HOOC—CH27(13~CH,7CHZOH + ATP -
(N OH

CH,
HOOC CH,—C-CH,—CH,QPO,H, + ADP
(n OH

Der Phosphatester konnte aus Reaktionsansitzen mit
Hefe- 2. 1%) oder Leberenzymen??) isoliert und durch Ver-
gleich mit der von Kirschner?') in unserem Laboratorium
synthetisierten Verbindung einwandfrei identifiziert wer-
den. Die weitere Umwandlung in Squalen durch Hefeex-
trakt erfordert jedoch wie diejenige der Mevalonsdure
nicht nur TPNH, sondern auch ATP und Mg?+ 22.23) (vgl.
Tabelle 1). :

Zwischenprodukt Y = Farnesyl-pyrophosphat

Wird bei diesen Versuchen mit rohen Hefeextrakten kein
TPNH zugesetzt, oder verwendet man als Enzymaquelle
Extrakte, die bei der Autolyse der Hefezellen mit Toluol
erhalten werden, so verschwinden (+)-Mevalonsiure oder
5-Phospho-(+ )-mevalonsiaure mit der gleichen Geschwindig-
keit, wie im kompletten Ansatz. Dabei entsteht aber kein

*) Folgende Abkiirzungen werden beniitzt: Adenosintriphosphat =
ATP; Adenosindiphosphat = ADP; oxydiertes und reduziertes
Triphosphopyridin-nucleotid = TPN und TPNH; oxydiertes und
reduziertes Diphosphopyridin-nucleotid = DPN und DPNH.

18y F, Lynen u. H. W. Kalb, Ann. Acad. Scient. Fennicae, A. II. 60,
475 [1955].
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Squalen, sondern ein phosphat-haltiges Zwischenpro-
dukt, das man dem wifirigen Reaktionsansatz durch Ex-
traktion mit Collidin entziehen und durch Verteilungs-
chromatographie an feuchtem Silicagel mit Collidin-Ather-
Wasser als Losungsmittel reinigen kann. Wird die gereinigte
Verbindung mit komplettem Hefeextrakt oder mit Hefe-
partikeln und TPNH inkubiert, so entsteht Squalen (vgl.
Tabelle 1). Es ist somit gelungen, die TPNH-verbrauchende
Reaktion der Squalen-Synthese von den vorbereitenden
ATP-verbrauchenden Reaktionen zu trennen.

Das Zwischenprodukt, das wir ,,Y* nannten, konnte als
Farnesyl-pyrophosphat identifiziert werden. Seine
hervorstechendste Eigenschaft ist die Empfindlichkeit
gegeniiber Saduren, was durch die Allyl-pyrophosphat-
Gruppierung bedingt ist. Wird seine wafrige Losung mit
59, Trichloressigsdure oder Mineralsiduren versetzt und
gleich anschlieBend mit Kalilauge auf py 10 bis 12 gebracht,
so kann man den organischen Teil der Molekel leicht mit
Ather ausziehen. In der wiBrigen Phase verbleibt dabei
anorganisches Pyrophosphat. Zum Nachweis verwendeten
wir die durch #C und 2P doppelt markierte Verbindung,
die beim Inkubieren von 2-14C-Mevalonsdure-5-32P-phos-
phat mit ATP erhiltlich ist. Das nach Zusatz von Ortho-
phosphat und Pyrophosphat als Triager im Wasser verblie-
bene radioaktive, 32P-haltige Spaltstiick wanderte bei der
papierchromatographischen Analyse in lsopropanol-Tri-
chloressigsdure-Wasser-Ammoniak als Losungsmittel zu-
sammen mit dem Pyrophosphat (Rg =0,36). Der Fleck
des Orthophosphats (Rg = 0,64) war praktisch frei von
Radioaktivitat.

Die Isotopenmethode wurde auch zur ldentifizierung des
organischen Rests herangezogen. Fiir diese Versuche wurde
das Zwischenprodukt durch gereinigte Prostata-phospha-
tase bei py 5,6 enzymatisch gespalten und der organische
Rest mit Ather extrahiert. Das radioaktive, mit Wasser-
dampf fliichtige Spaltstiick blieb bei der papierchromato-
graphischen Analyse auf acetyliertem Schleicher & Schiill-
Papier 2043b mit Essigester-Tetrahydrofuran-Wasser
(1:6:8) als Losungsmittel beim Farnesol (111) (Ry =
0,16), begieitete nach Behandlung mit 4’-Nitro-azobenzol-
carbonsdure-(4)-chlorid in Pyridin den kristallisierten 4'-
Nitro-azobenzol-carbonsiure-ester des Farnesols (Fp 86
bis 88 °C)?¢) und lieferte beim Inkubieren mit kristallisier-
ter Alkoholdehydrogenase aus Leber und DPN unter Dehy-
drierung Farnesal (1V), das als Semicarbazon?%) kristalli-
siert wurde.

Vorstufe des Farnesyl-pyrophosphates:
»M1“ = lsopentenyl-pyrophosphat

Die Frage nach der biologischen Vorstufe des Farnesyl-
pyrophosphats beantworteten Hemmungsversuche mit
Jodacetamid. Wird dem Ansatz aus 2-*C-Mevalonsaure-
5-phosphat, Mg?+, ATP und Hefeenzymen m/200-Jod-
acetamid zugesetzt, dann bleibt die Bildung von Farnesyl-
pyrophosphat aus. An seiner Stelle reichert sich ein anderes
Zwischenprodukt an, das mittels Hochspannungs-lono-
phorese abgetrennt werden kann. In Abb. 1 ist die Auswer-
tung des ionophoretisch aufgetrennten Reaktionsansatzes
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ATB1 Abb. 1. Papier-ionophoretische Analyse der Versuche

ohne und mit m/200-Jodacetamid

Ansatz: 10 uM Trispuffer, pg 8,0; 10 uM KF; 2 uM MgCl,; 2 pM
MgK ,-athylendiamin-tetraacetat; 2 pM ATP; 0,078 uM 2-14C-Me-
valonsaure-5-phosphat (3300 Imp/min); 300 ¥ Enzymfraktion I und
140 v Enzymfraktion Il. Die beiden Enzymfraktionen, wovon II
1 min auf 50 °C erhitzt war, wurden aus Hefeautolysaten durch
Fraktionierung mit Aceton (0—30 % bzw. 30—50 %) und Entfernung
von inaktiven Proteinen durch Ansduern auf pg 5,5 bzw. 4,7 ge-
wonnen. Der eine Versuch (untere Kurve) enthielt auBerdem 1 uM
Jodacetamid. Vol. 0,2 ml; 1 h bei 37 °C inkubiert. — Papier-lono-
phorese im Pherograph-Original-Frankfurt nach Wieland- Pfleiderer:
Whatman-I-Papier; Pyridin-Acetat-Puffer, pg 6,2; 43 Volt/cm;
70 mA; 90 min. — Auswertung der getrockneten Papierstreifen im
Radiopapierchromatograph FH 452 mit Linienschreiber PC 120
der Fa, Frieseke und Hoepfner, Erlangen-Bruck

im Radiopapierchromatographen gezeigt. Die obere Kurve
gehort zum Versuch ohne Jodacetamid; man erkennt nur
die Bande des sich kaum vom Startpunkt entfernenden
Farnesyl-pyrophosphats (Y). Im Versuch mit Jodacet-
amid — der unteren Kurve — fehlt diese Verbindung. An
ihrer Stelle sind neben einem Rest des weit anodisch wan-
dernden Ausgangsmaterials Mevalonsiure-5-phosphat gro-
Be Mengen des langsamer wandernden Umwandlungspro-
dukts — von uns mit ,,M,“ bezeichnet — zu erkennen. Das
radioaktive Material konnte mit verdiinntem Ammoniak

vom Papier eluiert und

. CHy . CHy 7 ) CHy, T CHy 7 durch anschlieBende pra-
HyC-C=CH | CH,—CH,~C=CH |-CH,OH + DPN*+ - H,(—C=CH-| CH,~&H,—C~CH-| CHO + DPNH + H+ parative  Papierchroma-
L . 1a v 12 tographie in  Athanol-
Wasser-konz. Ammoniak
lo, CcH (8:1:1) als Ldsungsmittel rein gewonnen werden. Wie
H,oC . ;e die chemische Untersuchung ergab, handelt es sich um
y (":/C=O + 2 HOOC—-CH,—CH,—C=0 3-Methyl-A3-butenyl-(1)-pyrophosphat oder ab-

3

Beim Ozon-Abbau wurden radioaktives Aceton und radio-
aktive Lavulinsdure erhalten, wie man bei der durch die
Sternchen gekennzeichneten 4C-Verteilung im Farnesol
erwarten muBite. Diese Verteilung folgt aus der Tatsache,
daB beim Zusammenfiigen der Mevalonsidure-Reste zu den
Terpenen C-5 der einen Molekel mit C—2 der nichsten in
Verbindung tritt®8) und die Carboxyl-Gruppe eliminiert
wird?26).

24y E. Hecker, Chem. Ber. 88, 1666 [1955] und personl. Mittlg,

25) M. Stoll u. A. Commarmont, Helv. chim. Acta 32, 1356 [1949].

26) [P.gA.] Tavormina u. M. H. Gibbs, J. Amer. chem. Soc. 78, 6210
1956].
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gekiirzt Isopentenyl-pyrophosphat (X). Die analy-
tischen Befunde, mit denen diese Formel gesichert wurde,
sind die folgenden:

1. Wahrend mit 2-14C-Mevalonsiure-5-phosphat oder
Mevalonsaure-5-32P-phosphat das gebildete Produkt radio-
aktiv war, fiithrte die Umwandlung von 1-1*C-Mevalon-
sdure-5-phosphat zu keiner radioaktiven Verbindung. Es
war daraus zu folgern, daf die Carboxyl-Gruppe des Me-
valonsaure-5-phosphats bei der Bildung des Zwischenpro-
dukts eliminiert wurde und somit das Derivat eines C;-
Phosphats vorliegen muBte.

2. Beim Inkubjeren der Verbindung mit gereinigter
Prostata-phosphatase entstand ein Aatherldsliches, leicht
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fliichtiges Spaltstiick, das sich durch direkten Vergleich
mit synthetisch bereitetem 3-Methyl-A%-butenol-(1) (VII)

SM{C: P—1: 2]

HY o
_ ... (Phosphatase)
CH, CH,
H,C-C-CH,—CH, OPO,H, H,PO, H,¢=CCH,~CH,OH
OH (X1 (V11
) ,
1 /- an
H+ o
i \Z + H,0 \ 3
CH, CH,
H,C=C—CH,~CH,—OPO,H, H,(-C—CH,—COOH HE=0
(VII) VD

Identifizierung von ,M;“ als 3-Methyi- A%-butenyl-1-pyrophosphat

identifizieren lieR. Es lieB sich mit diesem durch enzymati-
sche Dehydrierung mittels DPN und TPN in Gegenwart
von Leber-alkoholdehydrogenase und Hefe-aldehyddehy-
drogenase in A3-Isopentensiure (V1) iiberfithren und lieferte
beim Ozon-Abbau radioaktiven Formaldehyd, der als kri-
stallisiertes Dimedon-Derivat identifiziert wurde.

3. Die Phosphat-Analyse ergab, da zwei Phosphat-
Reste je Isopentenol vorhanden waren, wovon einer beij
7 min langer Hydrolyse in 1n-HC! bei 100 °C als Ortho-
phosphat abgespalten wurde. Der organische, phosphor-
haltige Rest verhielt sich im Papierchromatogramm mit
Amylenhydrat-Eisessig-Wasser als Losungsmittel (4:1:2)
und auch in anderen Eigenschaften wie 3-Methyl-1.3-
butandiol-1-phosphat (XI), das aus synthetischem Iso-
pentenylphosphat (VII1) bei kurzem Kochen mit Sdure
gebildet wird. .

Der endgiiltige Beweis fiir die Struktur des Zwischen-
produkts ,,M,* konnte schlieBlich auf synthetischem Wege
erhalten werden. Die Grignard-Verbindung des Methallyl-
chlorids (V) wurde mit CO, in A3-Isopentensidure (V1; Fp
23°C; Kp,, 80—-81°C; n¥ = 1,4308; C,H,0, (100,1) Ber.
C = 59,98; H = 8,06. Gef. C = 60,18; H = 8,03) iiberge-
fiihrt, deren Reduktion mit LiAIH, 3-Methyl-A3-butenol-
(1) (VII; Kp 128-129°C; n¥ = 1,4326; C,H,,0 (86,1).
Ber. C = 69,66; H = 11,70; Gef. C = 70,11; H = 11,99)
lieferte. Bei der Umsetzung des ungesittigten Alkohols mit

Tabelle 1.

Inkorporation von Mevalonsdure-5-phosphat, synthetischem Isopentenyl-pyrophosphat,

POCI; in Pyridin cntstand Isopentenylphosphat (V1I1),
das als Dicyclohexyl-ammoniumsalz (Fp 200°C; C,;H,,
O,N,P-H,0 (382,5) Ber. C = 53,38; H —= 10,28; P = 8,10;
Gef. C = 53,57; H = 9,80; P = 7,97) kristallisiert und mit
Dicyclohexyl-carbodiimid und NH;??) in Isopentenyl-
phosphorsdure-amid (IX) (N,N’-Dicyclohexyl-guanidi-
nium-salz; Fp 137 °C; C;;H,,0,N,P (388,5) Ber. N = 14,42;
P = 7,08; Gef. N = 14,20; P = 8,09) iibergefiihrt werden
konnte. Behandlung des Amids mit Phosphorsaure in
Pyridin ergab Isopentenyl-pyrophosphat (X), das als in
Wasser schwerldsliches Bariumsalz isoliert wurde und sich
in allen Eigenschaften als identisch mit der Verbindung
»M;“ erwies.

CH, "CH, CH,
Mg Cco,
H,C=C—CH,Cl —> H,C=C—CH,MgCl —> H,C-~C-CH,~COOH
V) VD
l LiAIH,
CH, CH,
POCI,
H,C=C—~CH,—CH,—OPO,H, <——— H,C—C—CH,—CH,OH
(VIID) (V1)
NH, | (€H,N),C
CH, o CH, 00
4 H,PO, A 4
H,C=C—CH,—CH,;,—O—P—-NH, - ——> H,C=C-CH,—CH,~OPOPOH
(Pyridin) 1
(1x) OH (X) HO OH

Wir verwendeten dann bei der Synthese der A3-Iso-
pentensiaure radioaktives CO, und erhielten auf diese
Weise 1-14C-Isopentenyl-pyrophosphat. Seine Inkubation
mit Mg+, TPNH und Hefeextrakten lieferte radioaktives
Squalen (Tabelle 1, Versuchsreihe I1); beim Behandeln mit
Hefeenzymen und Mg2+, aber ohne TPNH, entstand radio-
aktives Farnesylpyrophosphat.

Zum Reaktionsablauf
Es ist somit nicht mehr zu bezweifeln, daB im Isopen-
tenyl-pyrophosphat das ,,aktive Isopren* vorliegt. Zu-
dem lief sich in noch laufenden Untersuchungen unseres
Laboratoriums nachweisen, dafl das synthetische 4C-Iso-
27y R. W. Chambers u. J. G. Moffat, ebenda 80, 3752 [1958].
28y M. F. Utter, D. B. Keech u. P. M. Nossal, Biochem. J. 68, 43!

[1958].
29y R. G. Langdon u. K. Bloch, ]J. biol. Chemistry 200, 129 [1953].

M und ,Y*

in Squalen
40 uM Trispuffer, py 8,0; 30 uM KF. Als reduzierendes System diente in den Versuchsreihen I und III: 2,5 uM 6-Phospho-
gluconat und 0,6 uM TPN, in den Versuchsreihen II und IV: 1 uM Glucose-6-phosphat, 0,2 uM TPN und 10 y Zwischen-
ferment. Vol. 0,6 ml; 60 min bei 37 °C inkubiert.

I
0,035 pM 2-14C-
Mevalonsiure-5-
phosphat
(1500 Imp{min)

I
0,20 uM 1-1¢C-
Isopentenyi-
pyrophosphat
(570 Imp/min)

1v
0,0017 uM , Y*
(350 Imp/min)

111
0,023 uM ,M“
(980 Imp/min)

uM ATP ... .. L. — 5 —
wM MgCly .ovvinnn ... 6 6 —
uM K Mg-dthylen-

diamin-tetraacetat ...... ) 6 6 —
uM K,-athylen- 1

diamin-tetraacetat ...... | — — 6
ml Hefeextrakt*) ...... f; 0,07 0,07 0,05
ml Hefepartikel**) ..... | - — —
Imp/min im )
Squalen ***) gemessen . .. 10 780 : 3

6 — 6 —_
6 — 6 —
— 6 — 6

0,05 0,07 0,07 —
— — — 0,1

250 34 550 205

*) Zur I-iereitung des Hefeextrakts wurden 10 g Backerhefe-Oberkotzau in 10 ml 0,1 m-Trispuffer, py 8,0, suspendiert

und nach Zusatz von 20 g Glasperlen (31/10) im mechanischen Zellhomogenisator zertriimmert, Der bei 30 min
langem Zentrifugieren (20000 x g) erhaltene gelbe, triibe Extrakt mit 50 mg Protein/ml diente fiir die Versuche.

! **) Isolierung der Partikeln aus 5 g Backerhefe nach Utter, Keech und Nossal?). Die abzentrifugierte Partikelfraktion
(15 min bei 20000 x g) wurde mit 5 mi 1proz. NaCl gewaschen und fiir die Versuche in 2 ml m/100-Trispuffer, py

8,0, suspendiert (15 mg Protein/ml).

***) Das gebildete Squalen wurde durch Chromatographie an Al,O, gereinigt und nach Zusatz von Tragermaterial in

das kristallisierte Hexahydrochlorid umgewandelt??).
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penienyl-pyrophosphat durch Enzyme der Leber rasch in
Cholesterin eingebaut wird?®) und beim Inkubieren. mit
Latex aus Taraxacum Kok saghyz radioaktiven Kautschuk
liefert3!).

DaB es sich beim ,,aktiven Isopren* um ein Derivat des
3-Methyl-A3-butenols-(1) handein kdnnte, ist zuerst von
Bloch3?) auf Grund von Versuchen iiber die Biosynthese
des Squalens in schwerem Wasser vorausgesagt worden.
Durch unsere Untersuchung wird nun bewiesen, daB in
dem Zwischenprodukt ,,M,“, das unabhéngig von unseren
Studien auch im Blochschen Arbeitskreis3?) gefunden und
strukturell in gleicher Weise gedeutet wurde, der Ester
dieses Alkohols mit Pyrophosphorsiure vorliegt und die
Synthese des Squalens iiber Farnesyl-pyrophosphat ab-
lauft, also zunichst drei Isopentenyl-Reste miteinander
verkniipft werden.

Es ist anzunehmen, daB der Aufbau der Kohlenstoffkette
mit der — woht durch ein Proton ausgeldosten — 1somerisie-
rung des Isopentenyl-pyrophosphats zur Dimethylallyl-
Verbindung eingeleitet wird, die dann mit einer zweiten
Molekel lsopentenyl-pyrophosphat Geranyl-pyrophos-
phat und mit einer dritten schlieflich Farnesyl-pyro-
phosphat liefert (s. Formelschema). Hier macht die

nicht beeinflullt wird. Auferdem hat es nach unseren letzten Ver-
suchen den Anschein, als wiirde beim Aufbau des Farnesyl-pyro-
phosphats aus Isopentenyl-pyrophosphat nicht Pyrophosphat,
sondern Orthophosphat freigesetzt, obwohl die den Enzympripa-
raten noch anhaftende Pyrophosphatase durch Fluorid gehemmt
ist. Das wiirde aber bedeuten, dafl} die biologische C-Alkylierung
nicht allein durch die Allyl-Resonanz, sondern auch durch die
Spaltung der energiereichen Pyrophosphat-Bindung ,getrieben*
wird.

Wir halten es in diesem Zusammenhang fiir bedeutsam, dal} bei
der biologischen Transmethylierung mit Methionin etwas Ahn-
liches geschieht. Wie aus den Untersuchungen Cantonis®t- ) her-
vorgeht, ist die Bildung des S-Adenosyl-methionins, des eigent-
lichen methylierenden Agens aus Methionin und ATP, an die Ge-
genwart von SH-Enzym und Mg2+ gebunden und nur durch die
Aufspaltung der Triphosphat-Kette des ATP in Orthophosphat
und Pyrophosphat moglich. Die nach aullen in Erseheinung tre-
tende Ubereinstimmung zwischen Terpen-Syuthese und Alky-
lierung des Thiodthers konnte vielleicht ihren Grund in der Iden-
titdt oder zumindest nahen Verwandtschaft der den beiden Syn-
thesen zugrundeliecenden Reaktionsmechanismen haben.

COOH CH, CH,
: (ATP) ’
CH,—C—CH,—CH,—~OPO,H, ——5 CH,—C—CH,~CH,~OP,0,H,
OH

Noch mehr im Dunkel liegen die Reaktionen, durch wel-
che 5-Phosphor-mevalonsdure mit ATP unter Dehydrati-
sierung und Decarboxylie-

IRTER CH, H,C_ CH, HC_  CH, H,C_  CHy HC L rung lsopentenyl- pyrophos-
N\ N % N S~ phat liefert. Wie Rilling,
HCY e €& cn ¢’H, ne”H e o Tchen und Bloch32) auf Grund

N N\ /¢ C CH, e CH, aak P .
He H — pece — C H2C/ \C/ - HZC/ \C/ HC € dt?sgermg.fuglgen Deut‘enum-
5-0.P.0 (3-0,P,0"] Hc\5 P HC/ HC/ (P:lz cH HC (l:-l2 cH Einbaus in Squ.alen‘belm Ab-
o RRRTI | HO L N\ N lauf der Reaktion in schwe-
+0.P.0 Hﬂc H.C Hc/ﬁ — ue” rem Wasser vermuten, ver-
o 3-0,P,0 [-0,P,07] "X >— lauft die Decarboxylierung
Geranyl-pyrophos- Hzf H HC HY in einem Mehrzentrenproze§
phat 3-0,P,0 ~0,P,0 | zusammen mit der Eliminie-
i Farnesyl-pyro- | rung der tertiiren Hydroxyl-
Monoterpene, phosphat { Gruppe. Doch ist iiber die
Campher i | Rolle des ATP bei dieser Re-
Sesquiterpene, F aktion noch nichts Genaues

Tsl'?tlé?;)eenn’ e ’ bekannt.

L Geranyl-geraniol -— Kautschuk

v
Phytol, Carotinoide

Schema der Terpen-Bildung aus Isopentenyl-pyrophosphat

Kcettenverlangerung dieser Art im Falle der Squalen-Syn-
these halt, wéhrend sie bei der Phytol- oder der Kautschuk-
synthese durch Wiederholung des gleichen Vorgangs noch
weiterlauft. Aus der Vorstufe Geranyl-pyrophosphat kénn-
ten durch sekundire Umwandlungen die verschiedenen
Monoterpene und der Campher entstehen. Wir finden so-
mit all das bestatigt, was Ruzickal®) prinzipiell schon vor
langem vorausgesagt hat.

Die Triebkraft fiir die C—C-Verkniipfung kann im Angriff des
zur Bildung des Carbonium-Ions besonders befihigten Allyl-Deri-
vats auf die reaktionsfihige Methylen-Gruppe des Isopentenyl-
pyrophosphats vermutet werden. Es ist aber noch etwas unbe-
kannt in diesem Alkylierungsvorgang. So fanden wir, daB fir die-
sen Prozefl auBler einer Sulfhydryl-Gruppe, die durch Jodacetamid
blockiert werden kann, auch Mg2* unentbehrlich ist. Wie aus Ta-
belle 1 zu ersehen ist, kann die Squalen-Synthese sowohl aus natir-
lichem (,,M;“) wie aus synthetischem Isopentenyl-pyrophosphat
durch Athylendiamintetraacetat vollstandig gehemmt, durch Zu-
satz von Mg?t aber wieder restituiert werden, wihrend die Syn-
these aus Farnesyl-pyrophosphat (,Y“) vom Komplexbildner

30y N. Bucher, unverbdffentl., Versuche.

31y B. Arreguin, unverdffentl. Versuche.

32) H, Rilling, T. T. Tchen u. K. Bloch, Proc. Nat. Acad. Sci. USA,,
44, 167 [1958].

K. Bloch, Vortrag auf dem 1V. Internat. Kongref} flir Biochemie
in Wien, 1958.

33)
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Ebensowenig Sicheres wis-
sen wir iiber die chemischen
Vorgange, die der Bildung des
Squalens aus Farnesyl-
pyrophosphat zugrundelie-
gen. -Nach unseren Versuchen
sind die dabei beteiligten Enzyme fest in den Partikeln des
Hefeextrakts oder den Mikrosomen des Leberhomogenats
gebunden. Auflerdem ist TPNH fiir die Reaktion unent-
behrlich. Unter Beriicksichtigung der Tatsache, daB der
Wasserstoff-Transport in den Strukturelementen der Zelle,
wie den Mitochondrien, lipophile Chinone bzw. Hydro-
chinone miteinbezieht36-38) wird man vielleicht folgendem
hypothetischen Reaktionsmechanismus Beachtung schen-
ken konnen:

CH,
H Rf(T:—CH:CHz
) o
CH, |
: NN AN
(1) R—C—CH—CH,—O0OP,03~ 1\)\—» { || + [COP;0¢27] + H*
/\I a YAN
10i® io|®

(XI1)

34y G. L. Cantoni, J. biol. Chemistry 204, 403 [1953].

35) G. L. Cantoni u. J. Durell, ebenda 225, 1033 [1957].

38y C. Martius, Proc. Ill. Internat. Congress of Biochemistry,
Brussels 1955, Acad. Press, New York 1956, S. I.

37}y A. Nason u. I. R. Lehman, Science {Washington] 722, 19 [1955].

38) R. L. Lester, F. L. Crane u. Y. Hatefi, J. Amer. chem. Soc. 80,
4751 [1958].
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(2)

3)

?H, CH, CH, CH,
R—CJCHJCHQ‘ CHy~CH-C-R R—C—CH—CH,~CH,~CH=C—R
o} L0p,0, 0 (XI111)
NN NS
/@\ — | [ ropr0,m)
>
\"9‘9 g
H
Tl)l |0,
W p \/‘\1/
D+ TPNH — + TPN+
0 O@

R = (CH,),C=CH—CH,—CH,~C(CH,)=CH-CH,—CH,

Es liegt ihm die Annahme zugrunde, daB Farnesyl-pyro-
phosphat unter Allyl-Umlagerung ein solches Hydro-
chinon zum Mono-nerolidylither (XII) alkyliert (Glei-
chung 1) und dieser dann in einem MehrzentrenprozeB mit
einem zweiten Farnesyl-pyrophosphat unter Abspaltung
des Chinons Squalen (XIII) liefert (Gleichung 2). Die

Zuschriften

Aufgabe des fiir die Squalen-Synthese unentbehrlichen
TPNH wiére es dann, das gebildete Chinon wieder zum
Hydrochinon zu reduzieren (Gleichung 3).

Ein dhnlicher Kreisprozef 148t sich auch mit dem Paar
Dihydroliponsdure und Liponsdure an Stelle des Paares
Hydrochinon und Chinon formulieren. Doch sollte man
dann erwarten, daB die Squalen-Synthese aus Farnesyl-
pyrophosphat durch As,0, gehemmt wird, was nach un-
seren Experimenten nicht der Fall ist. Die Entscheidung
dariiber, ob unsere Spekulationen den Vorgang richtig be-
schreiben, mufi weiteren Versuchen vorbehalten bleiben.
Wir haben sie vorgetragen, weil sie eine einfache Erkldrung
dafiir geben, wie die reaktionsmechanistisch sonst schwer
zu formulierende Verkniipfung zweier Sesquiterpen-Ein-
heiten ,,Schwanz an Schwanz® zum Triterpen zustande-
kommt. Diese ,irreguiire” Verkniipfung von Terpen-Ein-
heiten ist bei der Biogenese vieler Naturstoffe beteiligt1®).

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir
die Gewdhrung einer Sachbeihilfe, Dr. Karl Folkers fiir die
Uberlassung der 7-1tC-Mevalonsdure und den Chemischen
Werken Hiils fiir grifere Mengen Methallylchlorid.

Eingegangen am 10. November 1958 [A 918]

Bildung eines vicinalen cis-Diols der Steroid-Reihe
auf mikrobiellem Wege

Von Dr. rer. nat. ALFRED SCHUBERT,
Dipl.-Chem. R. SIEBERT und cand. chem. L. KOPPE

Wissenschaftliche Laboratorien des VEB Jenapharm, Jena

Bei der Einwirkung einer Submerskultur des Pilzes Calonectria
decora, dessen Enzym im Steroid-Geriist die 12- und 15-Stellung
zu hydroxylieren vermag, auf 113-Hydroxy-progesteron (I) wur-
den im Rohextrakt zwei Umsetzungsprodukte papierchromatogra-
phiseh festgestellt, beim Umsatz des stereoisomeren 11a-Hydroxy-
progesterons nur eines!). Nach der Siulenchromatographie an
Silicagel wird zuerst 11(3.15«-Dihydroxy-progesteron (II, Fp
173-175°C, [a]p + 230° £+ 3° in CHCl,) isoliert; Monoacetat:
Fp 224—-228 °C, [a]p=+ 165 ° + 3 °in CHCl,. Die Oxydation von
IT mit CrOy; in Eisessig fiihrt zu A*-Pregnentetraon(3.11.15.20)1).

CH, CH, CH, CH,
co HO c’o H,C~C 0 €O
HO | HO L
AVAVEN NN\ o /"N\NN
A— L OH L — oH
NN /NSNS NN
L - o —
7 F Va
0/\/\/I 0/\/\/ m 0/\/\/ v
CH, In Verbindung III ist auf Grund des
co UV- und IR-Spektrums ebenfalls das
HO i A%-3-Ketopregnen-Geriist enthalten. Sie
\/\!/\ ist jedoch wesentlich polarer. Nach chro-
. A j--—'_oy matographischer Abtrennung und Reini-
NN gung schmilzt sie bei 229-231 °C, [alp
P =+ 148° + 3°in CHCl,.

It IIT enthilt drei Hydroxyl-Gruppen,
die mit Chromsiure in Eisessig oxydier-

bar sind. Das entstehende hydroxyl-freie, nicht kristallisierende

Keton besitzt im IR-Spektrum eine 5-Ring-Keto-Bande bei

1748 c¢m™1, sowie eine sehr starke Bande bei 1710 c¢m-1l. III

bildet eine FDiacetoxy-Verbindung, Fp 250-254°C, [x]p =

+ 132° £ 3°in CHCl,;. Aullerdem entsteht mit Aceton IV und

mit Monokaliumtriacetylosmiat in FEisessig eine rot-violette

Komplexverbindung?); im IR-Spektrum wird in Methylenchlorid

eine Schulter bei 1695 ¢m~! gefunden. Somit ergibt sich:

1. 2 sek. OH-Gruppen, von denen eine in 1183-Stellung steht, sind
vicinal und in cis-Stellung angeordnet.

2. Eine OH-Gruppe besitzt eine innermolekulare Wasserstofl-
Briickenbindung nach der Keto-Gruppe an C 20.

3. Eine OH-Gruppe steht im Ring D an C 15 oder C 16.
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Unter Beriicksichtigung fritherer Ergebnissel-3) ist III 11f3,
128.15a-Trihydroxy-progesteron. Damit ist u.'W. erstmalig
mikrobiell ein vicinales cis-Diol in der Steroid-Reihe hergestellt

worden. .
Eingegangen am 12. August 1958 [Z 691]

1y A. Schubert, G. Langbein u. R. Siebert, Chem. Ber. 90, 2576 [1957).
— 2) R. Criegee, B. Marchland u. H. Wannovius, Liebigs Ann. Chem.
550, 99 [1942]. — 3) A. Schubert u. R. Siebert, Chem. Ber. 97, 1856
[1958].

Amidosulfonsdurefluorid durch Ammonolyse
von Disulfurylfluorid

Von Priv.-Doz. Dr. R. APPEL
und cand. chem. G. EISENHAUER

Chemisches Institut der Universitdt Heidelberg

Trisulfurylfluorid, S;04F,, erleidet bei der Reaktion mit Ammo-
niak totale Ammonolyse der S—O-8-Bindung, wogegen die S—F-
Bindungen groBtenteils intakt bleiben!). Unter den Reaktions-
produkten wurde das Amidosulfonsiurefluorid vermutet?). Nach-
dem wir das NH,SO,F niher studieren konnten?® 1}, lag die
Ammonolyse des Disulfurylfluorids, S,0,F,, nach

FSO,-0-SO,F + 2 NH, -» FSO,NH, + NH,SO,F
nahe, die auch tatsichlich so verliuft (S,0,F, in Acetonitril,
—15 °C bis 0 °C, gasformiges Ammoniak). Das Amidosulfonsiure-
fluorid bleibt im Ldsungsmittel und kann leicht nach Entfernen
des Ammoniumfluorsulfonats und des Acetonitrils erhalten wer-
den. Es ist mit dem nach 3) dargestellten Priparat identisch;
Ausbeute bei 409, d.Th.

Eingegangen am 10. November 1958 [Z 695]

1) R. Appel, G. Voigt u. E. H. Sadek, Naturwissenschaften 43, 496
[1956]. — 2) R. Appel, Habilitationsschrift Heidelberg, 1955, S. 99. —
3) R. Appel u. W. Senkpiel, diese Ztschr. 70, 572 [1958]. — %) Vgl
auch H. Jonas u. D. Voigt, ebenda 70, 572 [1958].

Neue Darstellung von Disulfurylfluorid

Von Priv.-Doz. Dr. R. APPEL
und cand. chem. G. EISENHAUER

Chemisches Institut der Universitat Heidelberg

Disulfurylfluorid kann durech Umsetzung von Schwefeltrioxyd
mit Antimonpentafluorid sowie durch Reaktion von As,0; mit
Fluorsulfonsiure gewonnen werden'). Wir erhielten es einfach
und mit guter Ausbeute bei der Einwirkung von Chloreyan aufl
Fluorsulfonsaure. Man leitet gasférmiges CICN in auf 90-100°C
erhitzte Fluorsulfonsiure ein. Die Reaktion verliauft unter CO,-
und HCl-Abspaltung. Es wird von nicht umgesetzter Fluorsulfon-
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