Wir konnten Titanyl-mesoporphyrin-I1X-dimethylester wie
folgt herstellen: Fester Mesoporphyrin-1X-dimethylester
(0,300 g) und festes Diphenyltitan (1,527 g) [4] (Molverhiiltnis
1:15) wurden gemeinsam gemahlen und anschlieBend 1,5 Std.
in 100 ml entgastem, gereinigtem Mesitylen (Badtemperatur
240 °C) oder Tridthylbenzol (Badtemperatur 210 °C) unter
Argon auf 210 °C erhitzt. Die Reaktionsmischung wurde ab-
gekiihlt und an der Luft filtriert. Ein Chloroformextrakt des
Niederschlages wurde an einer Sdule mit basischem Alumi-
niumoxid chromatographiert. Aus dem Eluat lieBen sich
durch Zugabe von 100 ml n-Hexan und anschlieBendes Zen-
trifugieren 0,083 g einer purpurroten Substanz TiCysH49N4Os
isolieren. Das Absorptionsspektrum der Substanz [Amax =
407 nm (log £ = 5,60), 500 Sch, 536 (2,35), 574 (2,46) (Chloro-
form, Pyridin oder n-Hexan)] dhnelte dem der entsprechen-
den Vanadylverbindung [2].

DieTitanverbindung ist diamagnetisch (nach Gouy und NMR-
spektroskopisch bestimmt), enthilt also TilV. Dies wird auf
die Oxidation des Till zur Titanylgruppe beim Aufarbeiten
des Ansatzes an der Luft zuriickgefiihrt.

Im IR-Spektrum fehlt die Bande der NH-Streckschwingung
bei 3319 cm™!, was den Metalleinbau beweist. Eine starke,
breite Bande bei 1038 cm~! wurde der Titanylstreckschwin-
gung zugeordnet (5], Alle andern IR-Banden dhneln denen
der Metallporphyrine oder des freien Porphyrins.

Eine einfache neue Methode zur Herstellung von Vanadyl-
mesoporphyrin-IX-dimethylester besteht im 1,5-stiindigem
Erhitzen von iiberschiissigem Vanadiumhexacarbonyl(0,140g)
und Mesoporphyrin-IX-dimethylester (0,028 g) auf 170°C
in 10 ml n-Decan unter Stickstoff. Das Produkt (0,011 g) wurde
wie der Chrom-mesoporphyrin-I1X-dimethylester [3] isoliert
und gereinigt und durch Vergleich mit authentischen Pripa-

raten identifiziert (2].
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Darstellung von stereospezifisch wasserstoff-
markiertem Athanol im priparativen MaBstabl***1

Von H. Simon, M. Kellner und H. Giinther[*]

Stereospezifisch wasserstoffmarkierte Verbindungen, z.B.
Athanol [1-3), sind in der Biochemie (11 und fiir das Studium
von Reaktionsmechanismen!2! von Interesse. Nach chemi-
schen Methoden lieB sich bisher nur Athanol miBiger opti-
scher Reinheit gewinnen![2l. Die biochemischen Methoden
sind aufgrund der benétigten groBen Enzymmengen (3] fiir
den priparativen Mafstab nicht praktikabel und bendtigen
auBerdem wasserstoffmarkierte Substrate oder Cosubstrate.
Uberraschend einfach lassen sich (1 R)-[1-D]}- oder (1 R)-
[1-T]-Athanol hoher sterischer Reinheit gewinnen, indem
man z. B. die Hefe Torulopsis utilis (41 in DO bzw. H;O/HOT
mit 109 Athanol 50—90 Std. inkubiert.

Arbeitsvorschrift:

153 g verarmte, dreimal in 80 ml D,O suspendierte und ab-
zentrifugierte Torula-Hefe wurden in 300 ml DO und 18 ml
Citratpuffer (0,3 M, pH = 5,6) in DO zusammen mit 34 ml
Athanol 50 Std. bei 30 “C unter reiner Sauerstoffatmosphiire
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kriftig geriihrt. Im ablyophilisierten Uberstand befanden
sich 22,7 ml Athanol.

Zur Feststellung des D-Gehalts und der D-Verteilung wurde
in mehreren Versuchen der 3,5-Dinitrobenzoesiureithylester
und aus einem Teil nach Kuhn-Roth-Oxidation Silberacetat
hergestellt. Zur Bestimmung der Stereospezifitit wurde
Athanol mit Hefe-Alkohol-Dehydrogenase zu Acetaldehyd
dehydriert[3.51 und dieser als 2,4-Dinitrophenylhydrazon
oder als Dimedonderivat gefillt. Alle Priparate wurden mas-
senspektrometrisch gemessen(6l. Das 2,4-Dinitrophenyl-
hydrazon wurde ebenfalls nach Kuhn-Roth oxidiert und die
Essigsdure analysiert, da unter den Bildungsbedingungen des
Hydrazons Wasserstoff zwischen Methylgruppe und dem
Medium ausgetauscht wird (7).

Typische Ergebnisse fiir 50 Std. Austausch sind z.B. 0,98
Grammatom D pro mol Athanol, davon 0,085 in der Methyl-
gruppe und weniger als 0,07 in der (1.5)-Position sowie fiir
96 Std. Austausch 1,16 Grammatom D pro mol Athanol,
davon 0,12 in der Methylgruppe und 0,11 in der (1.5)-Position.
Wasserstoff-markiertes Athanol der S-Konfiguration kann
nach diesem Verfahren durch Einsatz von CH;—CD;OH
oder nicht stereospezifisch markiertem [1}-Athano! in H,0
gewonnen werden. Da Hefe-Alkohol-Dehydrogenase auch
mit anderen Alkoholen reagiert, kénnen auch diese — nach
unserenVersuchen allerdings langsamer — markiert werden.
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Bildung von Adenosintriphosphat (ATP) aus
Adenosindiphosphat (ADP) und Phosphat wih-
rend der Oxidation von Thioglykolat mit Bromi!!

Von Th. Wieland und E. Bdiuerleint*]

Die Umwandlung von Oxidationsenergie in die Energie der
,.energiereichen* Diphosphat-Bindung, z.B. von ATP, ge-
lang uns durch Oxidation von S-Alkylmonothiohydrochino-
nen [2], N-Acetylhomocysteinthiolacton [3], Thiazolidonen [4],
Monoacetyldurohydrochinon (5], «a-Tocopherol(6! und S-
Acetyl-thio-p-kresol (6] mit Brom in Pyridin in Gegenwart
von ADP und Phosphat (P). Wir haben jetzt entdeckt, daBl
auch Thioglykolat unter diesen Bedingungen aus den Tetra-
butylammonium (TBA)-Salzen von ADP und P ATP liefert,
und zwar in Ausbeuten von iiber 309%.

In mehreren Ansidtzen wurden 13,33 ml 0,1 N (TBA)-OH-
Losung in Isopropanol/Methanol (Merck, Darmstadt) mit
0,67 ml einer 1 N L6ésung von ca. 90-proz. Phosphorsiure in
Dioxan versetzt; darin wurden 0,107 g ADP Hj3-3 H,0 (C.F.
Boehringer und St6hne, Zweigwerk Tutzing) aufgelést und
dann 0,016 ml frisch destillierte Thioglykolsdure zugegeben.
Dic Losung wurde im Vakuum eingedampft, der Riickstand
20 min bei 0,1 Torr iiber P4Oyg getrocknet und dann unter
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Tabelle 1. ATP-Ausbeuten (bezogen auf das verwendete 84-proz. ADP)
bei der gleichzeitigen Oxidation dquivalenter Mengen (TBA)HPOy,
(TBA);ADP und TBA-thioglykolat mit 1,2, 2,0 und 5,0 Aquivalenten
Brom.

Br; 1,2 2,0 5,0 0

(Aquiv.)

Thiogly-| mit ohne | mit ohne| mit ohne mit | ohne
kolat

Ausb.

ATP 5,8 0 12,2 0 36,4 3,2 0 0
%) 10,0 0 37,6 1,6

11,2 0 37,0 2,4

Netto-
ausb. 58 11,2 34,6 0
ATP
(%)

Riihren in 9 ml wasserfreiem Pyridin gelost, wobei eine tief-
gelbe Farbe auftrat. (Die Losung des TBA-Salzes von Thio-
glykolsdure in wasserfreiem Pyridin ist farblos.) Man lie
jetzt innerhalb weniger Minuten die Losung von /9 mmol
(0,028 ml), 2/9 mmol (0,011 ml) oder 0,133 mmol (:: 1,2:1/g
mmol) (0,007 ml) Brom in jeweils 1 ml wasserfreiem Pyridin
zutropfen. Dabei trat ein Farbwechsel von tiefgelb iiber tief-
rot nach hellgelb auf; nach wenigen Minuten fiel ein Nicder-
schlag aus. Nach 1 Std. wurde jeder Ansatz (mehrmals wie-
derholt) zur ATP-Analyse aufgearbeitet[2-5] (Ergebnisse
s. Tabelle 1).

Zum Mechanismus dieser gekoppelten Reaktion kdnnen vor-
erst nur Vermutungen geiduBert werden. Vielleicht entsteht
durch Bromierung des Thiols zunichst ein Sulfenylbromid,
das mit dem Phosphation zum gemischten Sulfensiure-Phos-
phorsdure-Anhydrid R—-S—O-PO3H-, dem eigentlichen
phosphorylierenden Agens, reagiert.
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Uber eine anomale Offnung von 17,22-Epoxy-
3-ketosteroiden mit Fluorwasserstoff

Von U. Kerb, G. Schulz und R. Wiechert[*}

Durch Umsetzung von 1783-Acetoxy-1«,2a-epoxy-5Sx-andro-
stan-3-on (/)11 mit Chlorwasserstoff bzw. Bromwasserstoff
wird 2-Chlor- (2a) bzw. 2-Brom-5«-androst-1-en-3-on (2b)
erhalten2,3], Mit Fluorwasserstoff bildet sich dagegen aus
(1) unter Umlagerung das 17B3-Acetoxy-43-fluor-5x-androst-
1-en-3-on (3) (Fp = 173-174°C, UV: g334 = 10960) 41,
Das NMR-Spektrum von (3) zeigt als charakteristische Si-
gnale die Dubletts von zwei olefinischen Protonen (8 - 7,33
und 6,00), das Doppeldublett des Protons an C-4 (§ = 4,50)
und das Signal der 19-CH;-Gruppe (8§ = 1,20), das durch die
1,3-diaxiale Wechselwirkung mit dem 43-Fluoratom in ein
Dublett [5] aufgespalten ist.

Unter Isomerisierung an C-4 und Addition von HCI wird aus
(3) mit Chlorwasserstoff in Eisessig das 1a-Chlor-4a-fluor-
keton (4) (Fp = 173 °C, Zers.) erhalten. Hydrierung von (3)
mit Pd/C in Methanol und anschlieBende Epimerisierung mit
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(2b), X = Br
{ (2c), X=F

o

Br
| AN )
cl \

X 0 X
° 1:»}:' (4) ; I{‘}‘I (5) .

Chlorwasserstoff in Eisessig filhren zum 4a-Fluor-keton (5)
(Fp = 187,5—-188 C). In den NMR-Spektren von (4) und
(5) erscheint das Signal der 19-CH;3-Gruppe als Singulett,
woraus folgt, daB3 das Fluor sich in 4a-Stellung befindet.

Zur weiteren Sicherung der Struktur von (3) wird aus dem
2a,3a-Epoxid (6) (6} das 173-Acetoxy-23-fluor-5a-androstan-
3a-ol (Fp = 205—206 °C) hergestellt, das zum 2B-Fluor-keton
(Fp -= 158—160 °C) oxidiert und durch saure Isomerisierung
in die bekannte 2x-Fluor-Verbindung (7) 4] (Fp = 189 bis
190,5 °C) umgewandelt wird. Die Doppelbindung 148t sich
durch Bromierung und Bromwasserstoffabspaltung einfiih-
ren. Das auf diesem Wege synthetisierte 17(3-Acetoxy-2-fluor-
Sx-androst-1-en-3-on (2¢) (Fp = 160,5-161,5°C, UV: g333 =
10100) ergibt im Gemisch mit (3) eine Schmelzpunktdepres-
sion. Das NMR-Spektrum von (2¢) enthilt nur das Signal
eines olefinischen Protons.

(6)

Die Umlagerung von (2c¢) in (3) mit Fluorwasserstoff unter
den Bedingungen der Epoxidoffnung, wie sie Djerassi und
Scholz(7) am 17a-Benzoyl-2-brom-5«¢-androst-1-en-3-on be-
obachteten, das in das 4-Brom-Isomere ilibergeht, gelingt
nicht. (2¢) addiert Bromwasserstoff zu (8) (Fp = 159,5 bis
160,5 °C).

17f3- Acetoxy-48-fluor-5a-androst-1-en-3-on (3):
1g (/) wird in eine Mischung: a) aus 5 m! Dimethylform-
amid und 5 ml Fluorwasserstoff bzw. b) aus 40 ml Tetra-
hydrofuran und 10 m! Fluorwasserstoff portionsweise einge-
tragen und 22 Std. bzw. 48 Std. bei Raumtemperatur ge-
rithrt. Das Reaktionsgemisch wird in Eiswasser eingegossen,
mit K,COj neutralisiert, das ausgefallene Produkt abgesaugt
und aus Dichlormethan/Isopropylither umkristallisiert.

1 60%.
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