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Uber Ursprung und Funktion einiger Methylgruppen in verzweigten Fettsiuren,
in Pflanzensterinen und in Chinonen der Vitamin-K- und Ubichinongruppe*

Von E. LEDERER

Institut de Chimie des Substances Naturelles, C.N.R.S., Gif-sur-Yvette (S et O) und
Institut de Biochimie, Faculté des Sciences, Orsay (S et O, France)

Im ersten Teil dieses Berichtes werden wir uns beson-
ders fiir die C-Methylierung durch Methionin und den
Einbau von Propionsiure in bakterielle Fettsduren in-
teressieren. Im zweiten Teil werden wir die Biogenese
der «Extra-Methylgruppe» des Ergosterins und der
“Extra-Athylgruppe» der Phytosterine studieren. Die
bei der Biosynthese der Tuberkulostearinsdure und des
Ergosterins gemachten Beobachtungen fithren dazu,
verschiedene Mechanismen fiir die C-Methylierung
durch Methionin in Betracht zu ziehen.

Im dritten Teil dieses Berichtes werden wir die be-
sondere Rolle der Methylseitenkette der natiirlichen
Chinone der Vitamin-K- und Ubichinongruppe bespre-
chen; dabei werden wir auf die mogliche Rolle dieser
Substanzen in der oxydativen Phosphorylierung zu
Sprechen kommen und zeigen, dass sich diese Substan-
Zeén in saurer Lésung leicht zu sehr reaktionsfidhigen
Methylen-chinon-chromanen isomerisieren.

1. Biosynthese methylverzweigter Fettsduren

Vier verschiedene Mechanismen sind gegenwirtig
bekannt, durch die methylverzweigte Fettsduren in der
Natur aufgebaut werden: (1) C-Methylierung durch
Methionin, (2) Einbau von Propionsiure, (3) Einbau der
Verzweigten Kohlenstoffkette des Leucins und des Iso-
leucins, wodurch iso- und anieiso-Siuren entstehen,
(4) Einbau von Mevalonsaure.

Da unsere eigenen Arbeiten sich nur auf die ersten
Zwei Mechanismen bezichen, verweisen wir beziiglich
der zwei anderen auf einige Originalarbeiten1-* sowie

bersichtsartikel5, FEinige Kommentare iiber die
“Rolles der methylverzweigten Fettsiuren finden sich
in einem friiheren Vortrags$.

(1) C-Methylierung durch Methionin. Die C-Methylie-
Tang zahlreicher Phenole und Terpenoide durch Trans-
Methylierung in Gegenwart von Methionin ist von

IRCH et al.? zuerst 1954 vorgeschlagen und dann in
einer Reihe ausgezeichneter Arbeiten mit Hilfe von
ISOtOpen bewiesen worden. (Siehe die Zusammenfas-
Sungen von Bircu?.)

Auf dem Gebiete der methylverzweigten Fettsduren

aben zuerst LENNARZ et al.? gezeigt, dass in Myco-

hacterium phler Tuberkulinsiure (10-Methylstearin-
siure) (I) aus Olsdure in Gegenwart von 4C-Methionin
entsteht.
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In dieser Arbeit wurde die Reihenfolge: Stearin-
siure > Olsdure - 10-Methylstearinsiure bewiesen.

Taxaxa und UMEZAWA™® haben auch gezeigt, dass
die Methylgruppe des Methionins fir die Biosynthese
einer methylverzweigten Fettsiure des Antibiotikums
Variotin verwendet wird.

Die von LENNARZ et al.? entdeckte Transmethylie-
rung erinnert stark an eine ganz analoge Reaktion, die

* Sechste PauL-Karrer-Vorlesung, gehalten am 1. Juli 1964 an der
Universitat Ziirich; ein dhnlicher, englischer Text wird als «Second
Jubilee Lectures der Biochemical Society im Biochemical Journal,
im Druck (1964), erscheinen. — Unsere Arbeiten wurden durch
Grant AI-02838 vom National Institute of Health (U.S. Public
Health Service) und durch Unterstiitzungen des Commissariat
4 'Energie Atomique, Saclay, gefordert,

L W. J. Lennarz, Biochim. biophys. Res. Comm. 8, 112 {1961).
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J. biol. Chem. 236, 669 (1961).

9 E. KLEnk und W. KAHLXE, Z. physiol. Chem. 333, 133 (1963),

* J. CuristopuE und G. PorjAx, J. Lipid Res. 2, 244 (1961).

® E. LEDERER, Biosynthesis of Lipids, Vth Intern. Congress of Bio-
chemistry (G. Popjak, Pergamon Press, London 1963), Bd. 7, p. 90.—
E. LEDERER, Biosynthise des acides gras bactériens ramifiés (Acca-
demia Nazionale dei Lincei, V1le Corso Estivo di Chimica, Milano
1962), p. 159 (1964).

¢ E. LEpERER, Biochem. ]., im Druck (1964).

* A. J. Birch, P, Bruiorr und A. R, PexroLp, Austr, J. Chem. 7,
169 (1954). - A. J. BircH, R. J. Encrisy, R. A, Massy-WEsTROPP,
M. Sravror und H. Smrri, J. chem, Soc. 7958, 365,

8 A. J. BircH, Proc, chem. Soc. 1962, 3. — A. J. Brren, Pure appl.
Chem. 7, 527 (1968).

o W, J. LENNARZ, G. ScueurkrBrRANDT und K. Brocs, J. biol. Chem.
237, 664 (1962).

10N, Tanaka und H, UMEzAwa, J. Antibiotics 75, 189 (1962). —
J. gen. appl. Microbiol. 8, 160 (1962).
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schon vorher von HorMann und Liuv™ beschrieben
worden war: die Bildung von Lactobacillsdure (IT) aus
Vaccensdure (cis-Octadecen-11-Sidure) in Gegenwart
von Methionin.

H,yC—(CH,)—C=C—(CH,),—~COOH
I
H H

iMethionin

H H
\o/
/N
H3€~(CH2)5~C—?-(CIL12 ) —COOH

|
H H 1T

Wir haben uns daraufhin die Frage gestellt, ob eine
der Lactobacillsiure isomere 9-10-Methylenstearin-
séure (I1T) der biogenetische Vorldufer der Tuberkulo-
stearinsdure (I} sein konnte.
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Um diese Frage zu beantworten, warde aus Olsiure
und ¥CH,I, hergestellte *C-markierte Dihydrosterku-
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linsiure (I1I) hergestellt und dann mit M. phlei inku-
biert ; nach einigen Tagen wurden die Fettsduren extra-
hiert, die Methylester der Siuren durch Gaschromato-
graphie getrennt; es stellte sich aber heraus, dass die
Tuberkulostearinsiure (I) keine Spur von Isotop ent-
hielt 2,

Dieses negative Resultat entmutigte uns nicht, da
man ja allgemein in biosynthetischen Experimenten
aus negativen Versuchen kaum mit Sicherheit Schliisse
ziehen kann. Wir dachten vielmehr, dem Problem von
einer anderen Seite niherzutreten: wenn wirklich
Cyclopropanderivate Vorldufer der methylverzweigten
Substanzen sind, dann solite man in der von der Me-
thylgruppe des Methionins stammenden Methylgruppe
der Tuberkulostearinsiure (oder des Ergosterins, siehe
unten) nur zwei der Wasserstoffe der Methylgruppe des
Methionins finden.

Es wurde daher beschlossen, CD,-Methionin einzu-
setzen: diese Substanz ist vor kurzem von Law et al. 13
verwendet worden, um die Biosynthese der bakteriellen
Cyclopropansduren zu studieren; sie haben dabei, wie
erwartet, den Einbau von zwei D-Atomen in den Cyclo-
propanring festgestellt.

Dr. Law war dann auf einige Monate zu uns nach Gif
gekommen und inkubierte wachsende Zellen von M.
smegmatis mit CDg-Methionin; das Massenspektrum
des Methylesters der aus diesen Versuchen isolierten
Tuberkulostearinsiure zeigt eindeutig, dass nur zwel
Deuteriumatome der CD,-Gruppe des Methionins ein-
gebaut worden waren (Figur 1)14,

Der kleine Peak bei m/e 315 ist ausschliesslich auf
die natiirlichen schweren Isotope des Molekiil-Ions bei
mje 314 zuriickzufiihren. Die ausfiihrlichen Arbeiten
von RYHAGE und STENHAGEN 18 {iber
Massenspektrometrie von Fettsiu-
ren erlauben es auch, die genaue
Stellung des Deuteriums in der Mo-
lekel zu ermitteln. Die Spaltung der
Bindung beiderseits der Verzweigung
fithrt zu Peaks bei m/e 171 und 199,
deren Massendifferenz dem C-10 und
seiner Methylgruppe entspricht. Die
zusitzlichen 2 Masseneinheiten (m/e
171,201)inder deuterierten Molekel
1l zeigen, dass 2 D-Atome in der C-10-
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11 K, HormasN und T, Y. Liv, Biochim. bio-
phys. Acta 37, 364 (1960}.

2 UnverSifentlichte Versuche mit P, Sarpa
und D, MERCIER,

13 7, H. Law, H. ZavkiNy und T. KANESHIRO,
Biochim, biophys. Acta 70, 143 {1963). —
S, Pour, J. H. Law und R. RyHacE, Bio-
chim. biophys. Acta 70, 583 (1963).

14 G, JauvrfeUIBERRY, J. H. Law, J. Mc-
Croskey und E. LEDERER, C. R. Acad. Sci-
258, 3587 (1964); Biochemistry, im Druck
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Fig, 1. Massenspektrum von Methyl-tuberkulostearat; oben: normal, unten: deuteriert.

(1964).
15 R, Rynace und E. Stesmacew, J. Lipid
Res. 1, 361 (1960).
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Gruppe vorhanden sind. Da im deuterierten Pri-
Parat auch normale Tuberkulostearinsiure vorhanden
ist, erscheinen alle Peaks, die die deuterierte Methyl-
Bruppe enthalten, als Dublets (z.B. m/e 199-201,
269-271).

Wir werden noch im zweiten Kapitel auf den ge-
nauern Mechanismus dieser Methyl- oder besser Me-
thylentibertragung zu sprechen kommen.

Vor kurzem wurde in Gif ein neues Beispiel der C-
Methylierung durch Methionin ‘entdeckt; es handelt
sich um eine der hochmolekularen Mycolsiuren, die fiir
Mycobakterien so charakteristisch sind. Fiir eine dieser
Sduren wurde von ETEMADI et al. 1% die Struktur (IV)
vorgeschlagen und es wurde gezeigt, dass die Methyl-
seitenkette von Methionin stammt (wihrend die lange
Seitenkette in « von Tetracosansiure kommt % 18).

HCn, (H,C)H,C (')H,
il i
CH—(CHE)n2CH=CH—CH—(CH2),7—CHT(|IH~COOH
| ]
v CH 1 CypH
%y = 15-19 3 1 Calys
My = 12-16 \
%-Smegma-mycolsduren Methionin

c'??HlsoOs und CppHyp04

Fiir den biogenetischen Zusammenhang von Cyclo-
Propan- und methylverzweigten Siduren ist es wohl
interessant, dass bisher nur entweder eine.oder die
andere Art in einem und demselben Bakterienstamm
bekannt war (z. B. Cyclopropansiuren in Lactobazillen,
E. coli, usw. ..., Tuberkulostearinsdure in Mycobakte-
ten, usw. ...).

In letzter Zeit haben wir aber in Gif iiberzeugende
Beweise erhalten, dass einige der hochmolekularen
Mycolsduren auch von Methionin stammende Cyclo-
Propangruppen enthalten (M. GASTAMBIDE-ODIER und
A, H. Etemani, unverdifentlichte Versuche). Es er-
scheint darum um so wahrscheinlicher, dass zwischen
Cyclopropanbildung und C-Methylierung nahe Zusam-
Menhinge bestehen.

(2) Einbau von Propionsiure. Die Verwendung von
Propionsiure fiir die Biosynthese der von Streptomy-
ceten erzeugten methylverzweigten Macrolide ist in
Mmehreren Arbeiten beschrieben worden: von GRISE-
BACH et al.1® und KANEDA et al.2 fiir Erythronolid,
von BIrcH et al. 2 fiir Methymycin, von GRISEBACH
und ACEENBACH?2? sowie GILNER und SRINTVASAN 2 fiir
Magnamycin, von BIRCH et al. % fiir Nystatin, usw.

Dass die Propionsidure in ihrer «aktivierten Form»
als Methylmalonsiure reagiert, ist von KANEDA und
Corcoran®= sowie GRISEBACH et al.?® bewiesen wor-
den (siehe auch 25).

In Gif konnten wir zeigen, dass Propionsiure auch
von Mycobakterien zum Aufbau von methylverzweig-
ten Lipiden verwendet wird.

Articoli riassuntivi — Surveys
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Die Biosynthese des Phthiocerols (VI) ist vor kurzem
von GASTAMBIDE-ODIER geklirt worden?®; es erwies
sich, dass die Methylgruppe des Methionins nur in die
Methoxylgruppe des Phthiocerols eingebaut wird, Der
verzweigte Teil der Kohlenstoffkette stammt aus Pro-

Cpg CHy~{CH,},~CH-CH,~COOH + 2 CH,-COOH —>
i
OH
Cgo  CHy—(CH,)~CH-CH,-CH~(CH,),~COOH + CH,-COOH —»
} { {
oH OH CH,
*

Cas  CHy~(CHy)y~CH-CHy-CH~(CH,),~CH-COOH + CH,~COOH >
{ | | |
OH  OH CH, CH,
* *

-CO,
»

Cys  CH,y~(CHy)p-CH-CH,-CH—(CH,),-CH-CO-CH-COOH
i |

] |
OH OH CH, CH,
* *

Cys CHy~(CHy),~CH-CH,-CH(CH,)~CH -CO-CH,CH, —>
| | 1
OH  OH CH, *
*

V Phthiodiolon
OCH,
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Cys  CHy—~(CH,),,~CH-CH~CH—(CH,)~CH-CH-CH,-CH,
1 ! {
OH OH CH;, *
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VI Phthiocerol

*C = C-Atom aus 3-1C-Natriumpropionat; °C = C-Atom aus 1-1C-
Natriumipropionat; *C == C-Atom aus Methyl-1*C-Methionin

Biosynthese des Phthiocerols (n = 20 oder 22)

16 A, H. Irfmapi, R. Oxkupa und E, Leperer, Bull. Soc. Chim, Fr.
1964, 868.

1 A, H. Erfmap1 und E, LEpERER, Biochim. biophys. Acta, im
Druck (1964).

18 s sel hervorgehoben, dass die fiir {IV) vorgeschlagenen Brutto-
formeln hicr durch Massenspektrometrie sichergestellt werden
konnten. Fiir weitere Finzelheiten {iber Struktur und Biosynthese
der Mycolsduren siehe: J. AsseLingavu und 1E, LEDERER, in K.
Brocu, Lipid Metabolism (Wiley, London 1960), p. 336. — J. AssE-
LINEAU, Les lipides bactériens (Hermann, Paris 1962), — E, LepE~
RER, Angew. Chem, 76, 241 {1964); 6th Intern. Congress of Bio-
chemistry (New York 1964), im Druck.

19 H, Grisesach, H. Acnexpach und U. C. GrRisgsacH, Naturwiss.
47,206 (1960), - H. GriseBacH, W, Horuginz und H. ACHENBACH,
Z. Naturforsch. 175, 64 {1962).

2 T. Kanepa, J. C. Burre, S. B, Tauvsmaw und J. W. CORCORAN,
J. biol. Chem. 237, 322 (1962).

21 A, J. BireH, E. Pripe, R. W. Rickarps, P, J. THomson, J. D.
DutcuiRr, D. PErLMAN und C. Djerassi, Chem. and Ind. 1960,
1245,

22 H. Grisesacn und H. AcHENBACH, Z. Naturforsch. 175, 6 (1962).

8 D. GiLner und P. R, Srinivasan, Biochem, biophys, Res. Com-
mun. §, 299 (1962).

2 A, J. Bircu, C. W. HorzarrFeL, R. W. RickarDs, C. DjERASSI,
M. Suzuki, J. WestLEY, J. D. Durceer und R. Tromas, Tetra-
hedron Letters 7564, 1485, 1491,

2 {a) T. KanEDA und J. W. Corcorax, Fed. Proc. 29, 273 (1961). —
(b} H. GrisesacH, VIle Corso Estivo di Chimica; Biogenesi delle
Sostanze Naturali (Accad. Nazionale dei Lincei, Fondazione Done-
gani, 1964), p. 105.

28 M. GasTAMBIDE-ODIER, J. M. DELAUMENY und E. LEDERER, Chem,
and Ind, 7963, 1285.
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pionsiure. Das schon frither?? vorgeschlagene Schema
ist damit wahrscheinlich gemacht worden. Das als Vor-
stufe angeschene Phthiodiolon (V) ist ein hiufiger Be-
gleiter des Phthiocerols (VI).

Es stellt sich also heraus, dass von den zwei wichtig-
sten nur eine Methylverzweigung enthaltenden Fett-
stoffen der Mycobakterien (Tuberkulostearinsdure (I)
und Phthiccerol (V1)) der erstere seine Verzweigung
vom Methionin erhilt, der andere von Propionsiure.

Diese Befunde zeigen erneut, wie gefihrlich es ist,
auf Grund struktureller Analogien Riickschliisse auf
biogenetische Vorginge zu ziehen. Die Natur ist eben
viel einfallsreicher und vielfiltiger als der «Papier-
chemikers.

Propionsdure wird vom Tuberkelbazillus auch ver-
wendet, um Verbindungen mit mehreren Methyl-
verzweigungen aufzubauen. Es gibt in dieser Kategorie
zwei Reihen von Sduren: die ¢, f-ungesattigten rechts-
drehenden Phthiensduren (z.B. VII) und die gesittig-
ten, linksdrehenden Mycocerosinsduren (z.B. VIII}.

H,C~{CHy),;~CH-CH,~CH-CH=C-COOH VII
i i i
CH, CH, CH,

HyC—{CHp)y~CH-CH,~C H-CH,-CH-CH,~CH-COOH VIil
i 1 i i

CH,  CH, CH, CH

3

Vorversuche mit GrRISEBACH unter Verwendung von
doppelt markierter Propionsdure (*H in der Methyl-
gruppe, *C in der Carboxylgruppe) hatten schon vor
einigen Jahren den Einbau von Propionsdure nahe-
gelegt. In neueren Versuchen wurde vor allem auf
grosste Reinheit der Cyp-Mycocerosinsiure Wert gelegt ;
durch wiederholte Gaschromatographie des Methyl-
esters konnte diese Substanz in einheitlicher Form ge-
wonnen werden, was durch Massenspektrometrie kon-
trolliert wurde. Die nach Inkubation von Hy, R, -Bazil-
len mit 1-14C-Propionsiure erhaltene radioaktive Cge-
Mycocerosinsiure wurde dann decarboxyliert, wobei
229, der Radioaktivitit als CO, auftraten. Ein Einbau
von 4 Molekitlen Propionsiure hitte 259, ergeben
miissen 28,

Es ist hochst wahrscheinlich, dass die Phthiensduren
{VII) ebenfalls nach demselben Prinzip aufgebaut wer-
den?®.

Der Einbau von Propionsiure in methylverzweigte
Fettsduren ist anscheinend bei hoheren Pflanzen noch
nicht beobachtet worden ; wohl aber ist ein solcher Ein-

i
i
CH,CH,-+CH~COOH

!

/

CH,CH,CH,,/CH—CO0OH
|

¢+ CH, X

!

/
) CH, X
}

/ / H

!
CH,—CH,-/CH—CH,/CH—CH,-CH—CH,/CH-COOH
/

! ;) s
£ CHy o CHy  JCH 0 CHy XTI
‘ /
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bau im Tierreich bewiesen worden. So haben Saz und
WEIL® gezeigt, dass im Ascaris o-Methyl-Buttersdure
(IX) und a-Methyl-Valeriansiure (X) auf diese Weise
entstehen. Wir selber konnten in Gif zeigen, dass die
von MuUrRray3® zuerst aus der Biirzeldriise der Gans
isolierte 2,4, 6, 8-Tetramethyldecansiure (XI) ebenfalls
aus Propionsiure entsteht 317,

I1. Biosynthese der C-24-Seitenkette der Pflanzensterine

Die klassischen Untersuchungen von BrocH, CorN-
FORTH, LYNEN, PorjAK und anderen®? haben die Bio-
synthese des Sterinskelettes in Hefe und in h&heren
Tieren aufgeklirt; wir wissen jetzt, dass die wichtigsten
Stufen von Acetat iiber Mevalonat zu Squalen fithren
und dass letzteres zu Lanosterin cyclisiert wird; dieses
durchliuft dann mehrere Umwandlungen, wobei es drei
Methylgruppen verliert, und das dadurch entstandene
Zymosterin isomerisiert sich zu Desmosterin (X11), das
der direkte Vorldufer des Cholesterins (XIII) im Tier-
kérper zu sein scheint 3334,

Dass die Biogenese der Sterine in hdheren Pflanzen
ebenfalls demselben Schema entspricht, wurde in den
letzten Jahren von mehreren Autoren experimentell
bewiesen ; so wurde der Einbau von Acetat und Meva-
lonat in Triterpene und Phytosterine sichergestellt 3535,

Es kann daher kaum ein Zweifel bestehen, dass 27
Kohlenstoffatome der Phytosterine von Mevalonat
itber Lanosterin und {vielleicht} Desmosterin {XII) ge-
bildet werden.

Nun ergibt sich die Frage der Herkunft der «Extra-
Methylgruppe» {C-28) beim Ergosterin (XIV) und den

2? i, LEDERER, Pure appl. Chem. 2, 587 (1961).

28 M, GASTAMBINE-ODIER, J. M. Drraumtny und E. LepeERer, Bio-
chim. biophys. Acta 76, 670 (1963).

2 M. GasTAMBIDE-ODIER und J. M. DeLavminy, unverSfientlichte
Versuche,

30 3, J, Saz und A, Writ, J. biol. Chem, 235, 914 (1960), — J. J. Saz
und A. WEIL, J. biol. Chem. 237, 20563 (1962).

31 () K. E. Murrav, Austr. J. Chem. 75, 510 (1962). ~ {b) R. E.
NogLE, R. L, StjeryioLm, D, Mercier und E. LEDERER, Nature
199, 1600 (1963).

82 K, Brocs, in Vitamins and Hormones {1957), Bd. 15, p. 119. - J. W.
CornrForTH, J. Lipid Res. 1, 3 (1959). — J. W. CorxnrForTH, Pure
appl, Chem. 2, 607 (1961). — G, PorjAx und J. W. CORNFORTIL,
Adv, Enzymol, 22, 281 {1960). - F. Ly~xex, H. EGGERER, U, HEN-
ninG und I. KesseL, Angew. Chem. 70, 738 (1958).

3% W, M. Stokes, I, C. Hickey und W. A, Fisi, J. biol. Chem. 232,

347 (1958),

Zin anderer Weg von Zymosterin iiber Lathosterin (47-Choleste

nol) und 7-Dehydrocholesterin ist in letzter Zeit vorgeschlagen

worden. I. D. Frantz Jr., A. T. Sancuviund G, J. SCHROEPFER JR.,

J. biol. Chem. 239, 1007 (1964). — M. E. Dempsgy, J. ID. SEaTOXN,

G. J. ScuroErPFER JR. und R. W. TrockmaN, J. biol. Chem. 239,

1381 {1964).

¥. HEFrMaNN, Ann. Rev. Plant Physiol. 14, 225 (1963).

38 R. D). Benngrt, E. HErTMANN, A, E. Purcerr und J. BONNER,
Science 134, 671 (1961, — D. I, Jonnsow, II. HEFTMANK, G. V. C.
HoveHLAND, Arch. Biochem. Biophys. 104, 102 {1964). - H. J-
Nicuoras, J. biol, Chem. 237, 1476 {1862), — D. J. BasTeD,
E. Capstack jr. und W. R. Ngs, Biochemistry 1, 37 (1962). -
E. G. Gros und K, LEETE, Chem. and Ind. 1963, 698, — A. R. BT~
TErsBY und G. F. Parry, Tetrahedron Letters 1864, 787. — J. V-
Fuw und T, RercustriN, Helv. chim. Acta 47, 711 (1964).
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anderen C,g-Sterinen und der «Extra-Athylgruppe»,
d.h. C-28 und C-29, beim B-Sitosterin (XV) und den
anderen C,,-Phytosterinen.

T
ST X o

X1II Desmosterin ¥ I1I Cholesterin

~
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XIV Ergosterin XV p-Sitosterin

Ursprung der «Extra-Methylgruppe» des Evgosterins.
Im Jahre 1957 haben zuerst DANIELSSON und BLocu®
8ezeigt, dass Formiat zum Einbau von C-28 in Ergo-
Sterin verwendet wird (siehe auch DAUBEN et al. %),

Im selben Jahr zeigten dann ALEXANDER et al.3%
dass Methionin der direkte Methylspender fiir C-28 des
Ergosterins ist, und PARKS*® hat mit einem zellfreien,
Ergosterin synthetisierenden enzymatischen System
gefunden, dass S-Adenosylmethionin ein besserer Vor-
ldufer als Methionin selbst ist,

ALEXANDER und ScHWENK# haben dann aus Expe-
Iimenten mit doppelt markiertem Methionin (*C und
Tin der Methylgruppe) geschlossen, dass alle drei Was-
serstoffatome des Methionins mit dem Kohlenstofi-
atom iibertragen werden.

Dies schien im Einklang mit {ritheren Arbeiten von
Du VigNeauD et al.#, die die Biosynthese des Cholins
und Kreatins studiert hatten; diese Autoren hatten
Intramolekular markiertes 4CD,-Methionin verwendet
und konnten feststellen, dass im Falle der von ihnen
Studierten N-Methylierung die ganze Methylgruppe des
Methionins auf das Acceptormolekiil itbertragen wird.

Es stellt sich aber nun heraus, dass der Isotopen-
effekt des Tritiums bei den Versuchen von ALEXANDER
und ScyweNK* nicht beachtet wurde und dass ihre
Resultate sich ebensogut mit dem Einbau von nur
2wei H-Atomen vereinbaren lassen 3,

Wir beschlossen darum, auch hier CDy-Methionin zu
Verwenden.

Ein «methionin-less»- Stamm von Neurospora crassa
Wurde vier Tage lang in Gegenwart von CDg-Methionin
Inkubiert ; das daraus isolierte Ergosterin wurde durch
Gaschromatographie gereinigt und das Massenspektrum
Aufgenommen (Figur 2).
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Man sieht hier wieder, dass nur zwei Deuterium-
atome mit dem Kohlenstoffatom der Methylgruppe des
Methionins iibertragen werden.

Das Massenspektrum von «normalem»
Ergosterin (XIV) hat einen Massenpeak
bei m/e 396 und einen starken Peak bei
m/e 253 entsprechend dem tetracyclischen
Ringsystem (nach Verlust von HyO und
der Seitenkette). Das Massenspektrum des
deuterierten Ergosterins hat einen Massen-
peak bei mfe 398; der kleine Peak bei
m/e 399 ist ausschliesslich auf die schweren
Isotope des Peaks bei m/e 398 zuriickzu-
fithren. Es ist also keine Spur eines Peaks
M--3 vorhanden. Der Peak bei m/e 253 ist
unverindert, woraus geschlossen werden

&g \ kann, dass, wie erwartet, die extra zwei
\2CH Masseneinheiten sich in der Seitenkette
2 befinden.

Da wir nun in zwei ziemlich verschie-

denen Fillen (Tuberkulostearinsiure (I)

aus M. smegmatis und Ergosterin (XIV)

aus N. crassa) dieselbe Beobachtung ge-

macht haben, ist es wohl nétig, iiber den Mechanismus
dieser «Methyleniibertragung» nachzudenken.
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Fig. 2. Massenspekirum von Ergosterin; oben: normal, unten:
deuteriert.

37 H. DanieLsson und K. Brocr, J. Am. chem. Soc, 79, 500 (1957).

38 W. G. Daubky, G. J. Foxxen und G. A, BosweLrL, J. Am. chem.
Soc. 79, 1000 (1957).

32 G, J. ALEXANDER, A. M. GorLp und E, ScHwWENK, J. Am, chem.
Soc. 79, 2967 (1957).

4 I, W, PArks, J. Am. chem, Soc. 80, 2023 (1958).

4 G, J. ALexanpER und E, Scuwenk, J. Am. chem. Soc. 79, 4555
(1957).
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Zunichst kénnte man den Einwand machen, dass
vielleicht ein Verlust von D-Atomen bei der Aktivie-
rung des Methionins zu S-Adenosylmethionin statt-
findet; dies scheint wenig wahrscheinlich zu sein, da
Du ViGNEAUD et al. 42 die Stabilitdt der CDy-Gruppe
bei ihren Versuchen tiiber N-Methylierung gezeigt
haben.

Es wiire ausserdem ein grosser Zufall, wenn bei einem
solchen unspezifischen Austausch von Deuterium ge-
rade nur ein D verloren ginge.

Neuerdings haben iibrigens auch TrRoPP und Law*
einen Fall der C-Methylierung mit CD; gefunden, wo
die ganze Gruppe iibertragen wird: bei der Biosynthese
von Thymidin aus Uridin in E. coli wurde ein CDy-
Thymidin erhalten.

Ein anderer Einwand wire, dass nicht Methionin,
aber Methylen-tetrahydrofolsiure der direkte Vorldufer
ist; dies scheint héchst unwahrscheinlich, denn eines-
teils hat KISLIUK® gezeigt, dass die Reaktion Methy-
len-tetrahydrofolat - Methionin irreversibel ist, an-
dererseits hat PARKs% gefunden, dass S-Adenosyl-
methionin fiir die Biosynthese des Ergosterins besser
wirkt als Methionin.

C-Methylierungen bzw. C-Methylenierungen durch Me-
thionin. Im «aktiven Methioniny, dem S-Adenosyl-
methionin, ist die Methylgruppe Teil einer Methyl-

+
sulfoniumgruppe (CH,,—S<}; nach dem, was von den
chemischen Eigenschaften solcher Gruppen bekannt
ist, kann man mehrere Mechanismen in Betracht zie-
hen, durch die eine ungesittigte Substanz methyliert
werden kénnte.

(1) Direkte Methylierung durch Transfer der ganzen
Methylgruppe des S-Adenosylmethionins auf einen un-
gesattigten Kohlenstof!f:

FA. PR CH3
~ ~ i Ny ~
Se=c o+ CH3—[§\ —> >C-¢ + s

Diese Reaktion kann im Falle einer sehr stark nu-
cleophilen Doppelbindung eintreten (z.B. mit En-
aminen, Enolaten, Enolithern, Enolen usw.). In den
schon erwihnten Versuchen von TroPP und Law#! ist
tatsichlich das Enamin Uridin zum CDg-Thymidin me-
thyliert worden.

Obige Reaktion ist hingegen wenig wahrscheinlich
fiir den Fall von nicht aktivierten Doppelbindungen
und scheint unwahrscheinlich fiir mit elektronenanzie-
henden Gruppen konjugierte Doppelbindungen (z.B.
~C=C-C=0). ’

[

(2) Indirekie Methylierung, wobei S-Adenosylmethio-
nin vor der Reaktion mit dem Substrat in eine andere,
aktivierte Form iibergefithrt wird; dabei kann man
wieder verschiedene Fille unterscheiden:

(a) Bildung eines Cyclopropanderivates als Zwischen-
produkt:
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CH, 4O CHy o
~ e e Nt L T, attigt
——C Pt ungesittig
+H@l
gesdttigt

Die zur Uberfithrung einer ungesittigten Verbin-
dung in ein Cyclopropanderivat nétige Methylengruppe
kann von einem vom S-Adenosylmethionin abgeleite-
ten Ylid (XVI) kommen (siehe auch Law et al.1%). Es
ist bekannt, dass Methylsulfoniumverbindungen leicht
die entsprechenden Ylide geben und dass diese ihr Me-
thylen an eine elektrophile Doppelbindung (z.B.
~C=C-~C=0) abgeben (siehe z.B. COREY*).

i
Eine nicht elektrophile Doppelbindung kann nicht

spontan mit einem Ylid reagieren; es ist aber nicht aus-
geschlossen, dass eine solche Doppelbindung unter der
Wirkung eines Enzyms voriibergehend polarisiert wird
und dadurch die Fahigkeit erlangt, mit einem Ylid zv
reagieren:

Das so gebildete Zwischenprodukt (XVII) kénnte
entweder durch Reduktion zu einer C-Methylverbin-
dung (X VIII) oder zu einem Cyclopropan (XIX) fithren.

Es ist andrerseits auch méglich, dass das Ylid erst

ein Karben CH, gibt, welches dann mit einer nicht pola-

@ e 4+ /Enzym
Adenosin—5—CH, + -—-C—«C\
| o
XVI
@
Adenosin—S—CH, Enzym
| ~c—c<
< ~
XVil
CH, H CH,
L ? /N
L C— « —C—C—
| | | |
XVl XIX

2V, py Viexeaun, J. R, RacueLe und A. M. WHitE, J. Am. chem.
Soc. 78, 5131 {1956).

3 Der Isotopeneffekt von Tritium kann {bei 25°) 55 betragen (siche
L. MELANDER, Isofope Effects on Reaction Rates {Ronald Press Co.,
New York 1960), p. 22), d.h. der Verlust eines T-Atomes kann
s5mal langsamer sein als der eines H-Atomes. Wenn man fir die
Versuche von ALEXANDER und Scawenk#? nur einen kleinen Iso-
topeneffekt annimmt, z.B. 6, so wiire der theorctische Wert fiir
HC/T bei einem Transfer von CHy 92% in {bereinstimmung mit
den Resultaten dieser Autoren.

4 B, Tropr und }. Law, J. biol. Chem,, im Druck (1864).

4 R, L, KisLiuk, J. biol. Chem. 238, 397 (1963).

% £, J. Corey und M. CHaYKOvsKY, J. Am. chem. Soc. &4, 866,
867, 3782 (1962).
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;’(lsierten Doppelbindung ein Cyclopropanderivat bilden
ann,

Eine weitere Moglichkeit wire die Oxydation der un-
gesittigten Substanz zu einem Allyl-Kation; dieses ist
Ratiirlich elektrophil und gleichzeitig mesomer und
kann daher sowoh! mit Kohlenstoff 1 wie 3 mit dem
Ylid reagieren:

~a | Oxydation | + |
SC=C—CH,- - > DC=C—CH~ = C—C=CH—
12 3 12 3 <1 2 3
I
>C=(,3_CH- >C—~C=CH-
| g | o
CH, 8T CH,S_

(b) Ein Hydroxymethylderivat als Zwischenprodukt:

$ ist bekannt, dass die Hydroxymethylierung von
C=C- -Bindungen leicht gelingt (Reaktion von PRINS,
siehe 47); die Bildung eines Hydroxymethylderivates
aus einem S-Methyl-Sulfoxyd oder N-Oxyd ist von
PUMMERER® und PoLonovskr und POLONOVSKI* be-
Schrieben worden (siehe auch OAE et al.®).

Man kénnte demzufolge die Oxydation der R—S R-

bu,
Gruppe von S-Adenosyl-Methionin {iber das Sulfoxyd

+

zZum Hydroxymethylderivat R-S-R’ in Betracht zie-
(]21{201{

}fen, wobei letztere Substanz das aktive hydroxymethy-

lierende Reagens wire®.

Dann miisste allerdings noch die Reduktion der
CH,0H-Gruppe zu einer Methylgruppe erfolgen .

Ursprung der «Extra-Athylgrupper der C-29-Sterine.
Schon vor mehreren Jahren hatten sowohl ROBINSON %3
als auch Aricon1™ iiber den Ursprung der « Extra zwei
C-Atome» der C,,y-Sterine spekuliert; Versuche zu die-
sem Problem sind aber erst in neuester Zeit gemacht
Worden.

CASTLE et al. % waren die ersten, die ein detailliertes
Schema zur Bildung der Athylseitenkette des §-Sito-
Sterins (XV) aus zwei C,-Einheiten vorschlugen. Sie
hatten Erbsen (Pisum sattvum) in Gegenwart von
14lCH;;-Methxomn keimen lassen und isolierten radio-
aktives -Sitosterin (XV); da kein Einbau von Isotop
In 8- Amyrin erfolgt war, schlossen sie, dass nur C-28
und C-29 des -Sitosterins markiert seien.

Nicroras und MoRIARTY % haben dhnliche Versuche
mit B-Sitosterin von Salvia officinalis beschrieben.

Vor kurzem haben dann BADER et al.5? klar bewie-
sen, dass beide C-Atome der Athylgruppe von Methio-
hin stammen. Sie verfiitterten b,L-Methionin an Rhi-
Zome von Menyanthes trifoliata und isolierten radio-
aktives Spinasterin (XX). Der Abbau der Seitenkette
Zeigt, dass die Radioaktivitit nur in der Athylgruppe,
und zwar zu gleichen Teilen in den beiden C-Atomen,
Vorhanden war. BADER et al.’” nehmen an, dass eine
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24-Methylenverbindung (XXT) eine Zwischenstufe sein

konnte.
J : .29
o /\ \
HO XX
Spinasterin \ # ‘
. . HN/\
HOOC—CH,—CH, D -
28 - 29 28
O//M'/ Sz
+Cy '
~

*a {\ﬁ W

- ‘] - }//,
~ XXI /'\

Unser eigenes Interesse auf diesem Gebiete stammte
von Arbeiten iiber das Pheromon {(«Queen substance»)
der Bienenkonigin®; in diesen Untersuchungen wurde
auch das Sterin der Bienen isoliert und von BARBIER
und SCHINDLERS® als 24-Methylencholesterin (XXTI)
erkannt.

Da Insekten im allgemeinen keine Sterine syntheti-
sieren kénnen (CLark und BrocH®; siehe auch die
Ubersicht von CLAYTON®), so konnte dieses Bienen-
sterin, das bis dahin nur in einigen Meerestieren ge-
funden worden war*®, ein Umwandlungsprodukt eines
Phytosterins sein.

Wir zeigten aber dann, dass das 24-Methylenchole-
sterin (XXI) auch aus Pollen leicht isoliert werden

47 E. ArunpALE und L. A, Mikeska, Chem. Rev. 57, 505 (1952}, —
N. C. Yaxng, D. D. H. Yanc und B. C. Ross, J. Am. chem. Soc. &7,
133 (1959),

48 R. PUuMMERER, Ber. dtsch. chem. Ges. 43, 1401 (1910).

48 M. PoLoxovski u. M. PoroNovskr, Bull, Soc, Chim. 47, 1190 (1927).

%0 8. Oag, T. Kitao, S. Kawamyura und Y. Kitaoxa, Tetrahedron
19, 817, 1783 (1963).

5t Ein Fall von Hydroxymethylierung durch Methionin liegt még-
licherweise bei der von N, H. Sroang, Biochim, biophys, Acta 87,
408 (1964), beschriebenen Bildung von p-Aminobenzylalkohol aus
Anilin vor,

52 Wir sind Frl. Dr. Bianca Tcrousar (Gif) fiir ausfiihrliche Diskus-
sionen dieser Mechanismen sowie fiir ihre Mithilfc bei der Redak-
tion dieses Kapitels selir zu Dank verpflichtet.

5 Sir R. RosinsoN, T7e Structural Relations of Natural Products (Ox-
ford Univ. Press, London 1955), p. 19,

5 D. ARIGONL, in Ciba Symposium on Terpene and Stevol Biosynthesis
(Churchill, London 1959), p. 244.

5 M. CasTLE, G. BLonpiv und W, R. Ngs, J. Am. chem. Soc. 85,
3306 (1963).

5 H. J. NicnoLas und S. MoriarTy, Fed. Proc. 22, 529 (1963).

57 §. Baper, L. GuorisrmeTTt und D. Ariconi, Proc. chem. Soc.
1964, 18.

58 M. BArBIER und K. LEperer, C. R, Acad, Sci. 250, 4467 (1960). -
J. Pamn, M. BarBigr, D, Bogpanovsky und E. LEpereR, Comp.
Biochern, Physiol. 6, 233 (1962).

3 M. BarBIER und O. ScHINDLER, Helv. chim, Acta £2, 1998 (1959).

8 A, J. CLarx und K. Brocu, J. biol. Chem. 234, 2578, 2589 (1959).

8t R. B. CravTon, J. Lipid Res. §, 3 {1964).

82 D. R. IpLer und V. H, M. FAGERLUND, ], Am. chem. Scc. 77, 4142
{1955).
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kann®, und da die Bienen Pollen essen, ist ihr Sterin
wahrscheinlich einfach aus der Nahrung iibernommen.

Vor kurzem haben wir dann die Pollensterine einer
genaueren, massenspektrographischen Analyse unter-
worfen und haben festgestellt, dass es sich um ein Ge-
misch von Cyp-, Cog- und C,g-Sterinen handelt, wobei
in jeder Gruppe Substanzen mit einer und mit zwei
Doppelbindungen existieren®. Eine ihnliche Serie von
Sterinen kommt auch in den Sporen von Polystichum
Jiliz mas® und in den Cotyledonen von Phaseolus vul-
garis vor®®, Es ist anzunehmen, dass dhnliche Gemische
ganz allgemein in héheren Pflanzen existieren.

In diesem Gemisch von Pollensterinen kommen
anscheinend folgende Komponenten vor: in der Cgy,-
Gruppe: Cholesterin (XIIT) und Desmosterin (XII) (?);
ersteresist schon von Tsupa et al. ¥ als typisches Sterin
der Rotalgen erkannt worden, und JoHNsON et al.®8
haben es auch in hoheren Pflanzen aufgefunden (Sola-
num tuberosum und Dioscorea spiculifliora).

In der Cye-Gruppe kommen 24-Methylen-cholesterin
(XXI) und Campesterin (24-Methyl-5-ergosten-3-ol)
oder ein Stereoisomeres vor.

In der Cye-Gruppe gibt es wenigstens einen Vertreter
mit einer Athylidenseitenkette (z. B. Fucosterin XXII)
und einen mit einer Athylseitenkette (z.B. §-Sitosterin
XV).

In dieser Analyse der Pollensterine waren also meh-
rere Vertreter einer biosynthetischen Serie aufgefunden
worden, so dass wir folgendes Schema vorschlagen
konnten®4:

Methionin

Lanosterin —» Desmosterin (XII) ————>

Methionin

24-Methylencholesterin (XXI) ———>

H,
Fucosterin (XXII) —> f-Sitosterin (XV).

Methionin ~
B —_— /
e i ( ~ —
D D
XXI
\we‘thioni n

™~

h

XII

D

~
«
~ —< -~ ‘“““{
D D |\

XV XXI11

Um die doppelte C-Methylierung mit Methionin auch
experimentell zu studieren, wollten wir eine Fucosterin
produzierende Alge verwenden; entgegen unseren Er-
wartungen enthielten aber mehrere Nitella- und Nifz-
schia-Stimme, die untersucht wurden, kein Fucosterin,
sondern nur Cyg- und Cyg-Sterine mit geséttigter Seiten-
kette®®,
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Schliesslich wurde eine Meeresbraunalge, Laminaria
sacharina, verwendet ; diese wurde eine Woche lang bei
15° mit MCH,-Methionin inkubiert und gab in guter
Ausbeute radioaktives Fucosterin (XXII), dessen Sei-
tenkette dann durch Ozonisierung abgespalten wurde;
der entstandene Acetaldehyd wurde als 2,4-Dinitro-
phenylhydrazon isoliert, dann zu Essigsiure oxydiert
und diese nach ScEMIDT? in ihre zwei Kohlenstofi-
atome gespalten; es ergab sich, dass beide Kohlenstoff-
atome (also C,g und Cye von Fucosterin) gleich stark
radioaktiv waren.

CH—CH,
I
~TN \<

Lo
W

Damit haben wir hier die Befunde von BApER et al. 7
fiir Fucosterin in Braunalgen bestatigt 7.

Wie schon letztere Autoren vorgeschlagen haben,
wire eine Z4-Methylenverbindung (XXI) die erste
Stufe der doppelten C-Methylierung; wir haben eine
solche Substanz, das 24-Methylencholesterin, als Pol-
len- und Bienensterin schon erwihnt (siehe oben).

Schliesslich sei noch die Frage der eventuellen Rolle
des Ethionins diskutiert; dieses Homologe des Methio-
nins ist vor kurzem als natiirliche Aminosiure in Bak-
terien aufgefunden worden7; in Analogie zur Rolle
des Methionins in der Biosynthese des Ergosterins hitte
man eine Beteiligung des Ethionins in der Biosynthese
der Cgq-Sterine annehmen kénnen.

Dies scheint aber héchst unwahrscheinlich, denn
CASTLE et al. ® sowie NICHOLAS und MORIARTY * haben
schon parallele Einbauversuche mit radioaktivem 1-
Ethionin und L-Methionin gemacht und haben gefun-
den, dass ersteres viel weniger in §-Sitosterin eingebaut
wird als Methionin.

28 29
CHCH,
I

XXI11 Fucosterin

% M. Barsier, M, F. Hocer und E. LEpERER, Bull, Soc. Chim, Biol.
42, 91 (1960).

“ M., F. HoceL, W. VETTER, H. AUDIER, M, BarRBIER und E. LE-
DERER, Phytochemistry 3, 7 (1864).

% P, DurtroN, W. VETTER und M. Barsier, Phytochemistry 3, 89
(1964), '

% P, Duetron, C. R, Soc. Biol. 157, 2268 (1963),

87 K. Tsupa, S, Acaki, Y. Kisuips, R. Havarsu und K. Sakal,
Chem. pharm. Bull. Tokyo 6, 724 {1958).

8 1. J. Jounsown, R. D. Bexnert und E. Herrmann, Science 140,
198 (1963,

88 Dies war anscheinend schon bekannt (persénliche Mitteilung von
Dr. J. Lawj.

% K. F. Scamipt, Ber. disch. chem. Ges. 57, 704 (1924). - E. F.
Puares, Arch. Biochem. 33, 173 (1851), — Siche auch 8. P. Coro-
wick und N. O. Karrax, Methods in Enzymology, B. 1V, p. 458,

"1V, VitLANUEVA, M. BarBiErR und E, LEpERER, Bull. Soc. Chim.
Fr. 1964, 1423.

2 J. D. LoErcH und M. F. MALLETTE, Arch, Biochem, Biophys. 103,
272 (1963).

* Ethionin selber kénnte aus Methionin durch C-Methylierung mit
einer zweiten Molekel Methionin entstehen.
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UL Uber die migliche Rolle der 2-Methylgruppe im
Vitamin K und in den Ubichinonen

In den ersten zwei Teilen dieses Berichtes haben wir
uns besonders fiir den Ursprung einiger Methylgruppen
II}teressiert; in diesem dritten Teil werden wir haupt-
Sdchlich die mégliche Funktion einer besonderen Me-
thﬂgl’uppe in mehreren Kategorien nattrlicher, bio-
Ogisch wichtiger Chinone diskutieren:

Drei hauptsichliche Gruppen von natiirlichen 2-Me-
thyl-3-oligoisoprenyl-Chinonen sind bekannt:

C%linone der Vitamin-K-Gruppe (XXIII);
d}e Ubichinone (auch Coenzyme Q genannt) (XXIV);
die Tocopherylchinone, die durch Oxydation aus den

Tocopherolen (Vitamin E) entstehen (XXV).

o 0 o
I I I
& H,C
QI e LU
AN \" H,CO ' Hsc/\l I/
o] 0 OH
A o & )
H,C™ R H,C R H,C” SR
XXI1I XXIV XXV

Die 2-Methylgruppe scheint in allen diesen Substan-
Zen fiir die biologische Wirkung unentbehrlich zu sein4;
In den Chinonen der Vitamin-K- und Ubichinonreihe
I8t ausserdem die dem Chinonring nichste Doppelbin-
dung ebenfalls unentbehrlich 7.

Wir werden uns im folgenden hauptsichlich mit den

Verbindungen der Vitamin-K-Gruppe beschiftigen. Es
Soll zunschst hier daran erinnert werden, welch hervor-
fagende Rolle in der Isolierung und Strukturbestim-
Mung der K-Vitamine Paur KARRER geleistet hat"s.
_ Die einfachste Verbindung mit Vitamin-K-Wirkung
ISt das Menadion (2-Methyl-1, 4-Naphthochinon)
(XXVI); alle anderen Vitamin-K-aktiven Substanzen
besitzen ebenfalls diese 2-Methylgruppe, wie vor allem
die ausgedehnten Untersuchungen von FIESER et al.
8ezeigt haben.

0 NH,
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Aus den Arbeiten von MarTIUs? folgt, dass Mena-
dion wahrscheinlich nur ein Provitamin K ist, d.h. dass
der Tierkérper eine ungesittigte isoprenoide Seiten-
kette in 3 «anhidngt» und dadurch z.B. Vitamin K, 5,
produziert.

Unser allgemeines Interesse fiir 2-Methylnaphto-
chinone hat uns dazu gefiihrt, eine von KoFLER"® 1945
beschriebene Farbreaktion von Menadion niher zu stu-
dieren.

Dieser Autor hatte beobachtet, dass Menadion
(XXVI), mit o-Phenylendiamin (XX VII) in Essigsiure
erhitzt, ein fluoreszierendes Kondensationsprodukt er-
gibt, dem er die Formel C,,H,,N, zuschrieb und das er
fiir die Kolorimetrie von Menadion empfahl. Eine
solche Kondensation von o-Phenylendiamin mit einem
#$-Chinon ist anomal; wir haben gefunden, dass bei
der chromatographischen Trennung der Reaktions-
produkte sich zwei Substanzen in ungefihr gleicher
Ausbeute isolieren lassen: Substanz A, Smp. 174-175°,
C,,H,,N,, die keine Fluoreszenz zeigt, und eine zweite,
fluoreszierende Substanz B, Smp. 154-156°.

Wir konnten zeigen, dass Substanz A mit dem von
FiesErR und BRADSHERY aus 4-Methyl-1,2-Naphtho-

# Die 2-Methylgruppe der Ubichinone kommt von Methionin [H.
Rupney und W. W. Parsox, J. biol. Chem. 238, 3137 (1963}, ~
R. E. Ousow et al,, J. biol. Chem. 238, PC 3146 {1963}}], Der Ur-
sprung der entsprechenden Methylgruppe der Vitamine K und E
scheint noch unbekannt zu sein. In den Plastochinonen, die beim
Elektronentransport in den Chloroplasten mitwirken, fehlt die
2-Methylgruppe [M. KorLer et al.,, Helv, chim. Acta 42, 2252
(1959). — F. L. CraNg, Plant Physiol. 34, 128, 546 (1959]].

7 L. F. FiesER, M. Tisucer und W, L. Sampson, J. biol. Chem. 137,
659 {1941}, — A, ¥, Bropig, Fed. Proc. 26, 985 {1961).

%% . Dam, A. GeIGER, J. Gravinp, P, KarrEr, W. KARreR, E.
RotascHLd und H. Savomon, Helv. chim. Acta 22, 310 {1939). —
P. KARRER und A. GeIGer, Helv. chim. Acta 22, 945 (1939). —
P. Karrer, Helv, chim, Acta 22, 1148 (1939). - P. KARRER,
A. GEIGER, R, LeGLER, A. RUEGGER und H. Saromon, Helv.
chim. Acta 22, 1464 (1939).

72 C. MarTius und H, O, Esser, Biochem. Z. 331, 1 {1958). - M. Biv-
LETER und C, Martrvs, Biochem, Z. 333, 430 (1960).

78 M. KorLER, Helv, chim. Acta 28, 702 (1945).

L. I, Figser und C, K. BRADSHER, J. Am. chem. Soc. 61, 417
(1939).
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chinon und o-Phenylendiamin hergestellten Chinoxalin
(XXXII) identisch ist. Die unerwartete Bildung dieser O_(AIL OH o
Substanz aus Menadion ist anscheinend durch den fol- ;
genden Mechanismus zu erkldren: Addition von o-Phe- \l R - — Red. + > d
nylendiamin in 1,2 an Menadion, wodurch (XXVIII) Y A\ P {\
entsteht, dann eine «Retro-Mannich»- Spaltung, die 04—/}1 Ox g
itber die Zwischenstufe (XXIX) zu einem Methylketon s
(XXX fiithrt, das sich dann zu (XXXI} kondensiert XXXVI +
und schliesslich zu dem Chinoxalin (XXXII) aromati- 0® o
siert. I 1 ROPOP o
RO—P—0O—P— it Sp_
In ganz dhnlicher Weise konnten wir zeigen, dass das 1 %‘3 OH < { 0//P OH}
2-Athyl-1,4-Naphthochinon (XXXIII) in ein Dime- o o
XXXVII

thylchinoxalin {(XXXI1V) iibergefithrt wird®.

Die Struktur der Substanz B ist noch nicht aufge-
kldrt.

Im folgenden wollen wir nun zeigen, dass die beiden
essentiellen Strukturmerkmale der Vitamin-K- und
Ubichinongruppe, d.h. die 2-Methylgruppe und die
eine 8,y-Doppelbindung, zusammenwirken und unter
Ringschluss ein Methylenchinon-chroman (XXXV) er-
geben, das anscheinend eine biologisch wichtige Rolle
spielt.

! \())C; R jcu

H,C7 R \

XXXV

Der Anreiz zum Studium dieser Verbindungen
kommt von der méglichen Rolle von Chinolphosphaten
in der oxydativen Phosphorylierung.

CLARK et al.® haben zuerst gezeigt, dass die Oxyda-
tion #n vitro von Chinolphosphaten (XXXVI) «aktives
Metaphosphat» (XXXVII) erzeugen kann, das dann
mit anorganischem Phosphat Pyrophosphat, mit AMP
aber ADP gibt. (Siehe auch die neueren Arbeiten von
Laripor und SAMUEL®2; Tomast und DaLrLam®3,)

Da Chinone der Vitamin-K- und Ubichinongruppe
als mogliche Zwischenprodukte in der oxydativen Phos-
phorylierung betrachtet worden sind® (und zwar die
Ubichinone in tierischen Zellen, die K-Vitamine in Bak-
terien), muss die Frage studiert werden, wie solche Chi-
nolphosphate #n vivo, ohne Mitwirkung eines energie-
reichen Phosphates, entstehen.

Einfache Mechanismen, die eine 1,2-Addition von
Phosphat an ein Carbonyl eines Chinons in Betracht
ziehen, sind schon von WIELAND und PATTERMANN
und von CLARK und Topp® vorgeschlagen worden.

CHMIELEWSKA® hat ein anderes Schema ausgearbei-
tet, bei dem gleichzeitig eine Cyclisierung mit Hilfe der

80 H. IMMER, E. LEDERER, J. PoLoxsky und E. WENKERT, Intern.
Symposium on the Chemistry of Natural Products (Kyoto 1964}
Abstracts of Papcrs, p. 303.

8L vV, M. Crark, D. W. Hurcrinson, G. W. Kirsy und Sir A, TopD:
J. chem. Soc. 1961, 715.

82 A Lapioor und D. Savuet, J. Am, chem. Soc. 86, 1886 {1964}

8 (K. Tomast und R, D, Dairan, J. biol. Chem. 239, 1604 (1964)-

8 A, F, Bropiz und J. BaLLanTing, J. biol. Chem, 235, 226, 232
(1960), — A, Asano, A. F, Brooig, A, F. WAGKER, P. E. WITT"
rerc und K. TForkers, Fed, Proc. 2171, 54 (1962); J. biol. Chem.
237, PC 2411. — W. GRUBER, R. H611 und T. WiELAND, Biochenl
biophys. Res. Commun. 12, 242 (1963).

8 T, WieLanD und F. Partermany, Chem. Ber. 92, 2917 (1959).

8 V., M. Crark und Sir A. Topp, Ciba Foundation Symposium 0%
Quinones in Electron Transport (Churchill, London 1961),

87 1, CnmIeLEWSKA, Biochim, biophys. Acta 39, 170 (1960).
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By- DOppelblndung der Seitenkette und Ausbildung
eines Methylenchinons (XXXVIII) stattfindet.

\ECH)\I/ f }\I}( H,
- (,,)’ w\ - /\
ﬁ—ze

i
O

Inzwischen hatten RusserL, BRODIE et al. 8889 gezeigt,
dass ein 6- Chromanylphosphat des Vitamins K, (XLII)
sich aus Vitamin K, in bakteriellen Systemen bilden
kann und vielleicht ein Zwischenprodukt der oxyda-
tiven Phosphorylierung ist .

Vor etwa zwei Jahren haben wir zuerst mit VIL-
KAs® das Schema von CHMIELEWSKA 87 modifiziert, in-
dem wir eine 1,4-Addition von Phosphat an das inter-
Mmedidre Methylenchinon-chroman (XX XIX) vorschlu-
gen.

Dieses Schema kann kurz folgendermassen zusam-
Mengefasst werden: (1) Vitamin K (XXIII) isomeri-
siert sich zunichst zum Methylenchinon-chroman
(XXXIX). (2) Dieses addiert dann anorganisches
Phosphat in 1,4, wodurch das Benzylphosphat (XL)
entsteht ; solche 1,4-Additionen an o- oder p-Methylen-
chinone sind in der Literatur schon bekannt gewesen 2.
(3) Bine intramolekulare Migration bringt das Phosphat
auf das phenolische Hydroxyl. (4) Reduktion des da-
durch entstandenen Benzylalkohols (XLI) gibt das
schon von Asano et al.®® beschriebene Chromanyl-
Phosphat (XLII). (5) Dieses kann sich dann zum Hy-
drOchmonphosphat (XLIII) isomerisieren, das nach
Oxydation «aktives Metaphosphat» und das Ausgangs-
chinon ergibt, wie schon CLARK et al.® gezeigt haben.

HOO

(
—}R

XEXVIIL

POH

;/E:H2

“'R

H®  POHP
o H Co
-
\/ 6‘2 \ \\/(“H2
- K
R XX XXXNIX
+ ADP
opoau(-i?
CH,

Y S
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SR XLUI
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Fiir weitere Details und einige Varianten dieses
Schemas sei auf die Arbeit von VILKAS verwiesen®
(siehe auch CLARK ).

Im letzten Jahr sind die ersten zwei Etappen dieses
Schemas, d.h. die Bildung von Methylenchinon-chro-
manen und die 1,4-Addition an diese Verbindungen,
experimentell erhdrtet worden.

Zunichst haben WAGNER et al.?% gezeigt, dass
Vitamin K, 5, in schwefelsaurer Losung in das Hydro-
xychinon (XLIII} tibergefithrt wird, welches dann eine
olige Substanz ergab, dem sie die Struktur eines Di-
meren (XLIV) zuschrieben ; die Bildung dieses Dimeren
kann nur durch die vorhergehende Entstehung des
Methylenchinons (XXXVI) erklirt werden.

Inzwischen hatten MAMONT et al.® auch die Dimeri-
sierungsreaktion untersucht und ein kristallisiertes Di-

88 P, J. Russer und A. F. Bropig, Biochim. biophys. Acta 50, 76
(1961).

8 A, AsaNo, A, F. Bropig, A. F. Wacner, PP, . WITTREICH und
K. FoLxers, Fed, Proc. 21, 54 (1962).

%0 p, H, Gark, B. H. Arison, N, R, TRENNER, A, C. Pack und K.
FoLkERs [Biochemistry 2, 200 (1964)] haben gezeigt, dass das
Vitamin K, von M. phlei eine Cy-Seitenkette hat, in der ein
einziger Isoprenrest abgesittigt ist; aus NMR-Messungen schiossen
sie, dass es weder der erste noch der letzte ist; in unserem Labora-
torium haben R. Azerap und Mme Guirix aus M. phlei und M.
smegmatis dieselbe Substanz isoliert und die von den amerikani-
schen Autoren vorgeschlagene Bruttoformel CyHg,0, (Molgew,
786) durch Massenspektrometric (mit einem MS9® in Manchester
von Dr. M. BarseR ausgefiihrt) bestitigt.

1 M. ViLkas und B, LepereR, Experieutia 78, 546 {1962).

82 K, Hurrzscl, Angew, Chem, 60, 179 (1948), ~ R, W, MarTin, The
Chemistry of Phenolic Resins (John Wiley, New York 1956), p. 139.

#3 Y, M. CLARK, in 14, Mosbacher Colloquium {Springer-Verlag 1963).

4 A. . WAGNER, A, Lusi, C. H. Suuxk, B. O. Livn, D. E. WoLr,
C. H. HorFMaN, R. I, Erickson, B. Arison, R. N. TRENNER und
K. FFoLkkers, J. An. chem. Soc. 84, 1534 (1963).

9 R. E. Erickson, A, F, Waener und K. FoLkers, J. Am. chem,
Soc, 85, 1535 (1963).

9% . MaMoNT, R. Azerap, . Conen, M, ViLkas und . LEDERER,
C. R. Acad. Sci. 257, 706 (1963).
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meres mit Smp. 77-79° erhalten. Dasselbe Dimere
(XLIV} wird auch durch Oxydation des Naphthochro-
manols (XLV) mit Ferricyanid erhalten.

0 OH
A CHy - )\
O e U
\“ j +2H®, 26° \/\/
o o)
b ~,

_CH,
J

HC R H,C” ™R XLV
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oder O,
Pl
// —§-H@ pa S
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N TN
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¥ O/ N
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He R XXXVI H,C” ™R XLIV
T
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R = CHy(CH,—CH—CH—CH,),-H A{

SN
6] C{H

H,C R

XLIIL

Vor kurzem konnten wir die Struktur des Dimeren
(XLIV) durch Massenspektrometrie bestitigen (Mol-
gew. ber. 900; gefunden 900; gleichzeitig ist auch ein
Peak bei 450 entsprechend dem Monomeren zu beob-
achten (Messungen von Dr. M. BARBER am MS9 von
A.E.1., Manchester, England).

Ein weiterer Beweis der intermediiren Ausbildung
des Methylenchinons (XXXVI) aus Vitamin K, ¢ in
Perchlorsiure wurde durch Kondensation mit Styren
erbracht. Das Kondensationsprodukt hat die Struktur

(j
S
| e
HC i
™CH, o
+ H
o o i
I
Y @/5
NN A o SN
Y £
T
H,C” ™R H3C> R
XXXV XLVI
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(XLVI), die auch durch Massenspektrometrie kontrol-
liert wurde (Peaks bei m/e 554 entsprechend dem Kon-
densationsprodukt (XLVI) und bei m/e 450 (Vitamin
K, 120y und m/e 104 (Styren); die beiden letzteren sind
durch eine «Retro-Diels-Spaltung» zu erkliren) %.

Eine ihnliche Kondensation von Vitamin K; ;) mit
asym. Diphenylithylen ergab ebenfalls das erwartete
Produkt (XLVII) (R. AzErAD, P. MamMoNT und M. ViL-
KaAS, unverdffentlichte Versuche).

VAR

\ 7/
9

0

eox
0
ch> R XLVII

Eine Bestitigung der Struktur dieser Additionspro-
dukte konnte vor kurzem von AZERAD und VILKAS (un-
verdffentlichte Versuche) durch Synthese erbracht
werden: 1,4-Dihydroxy-naphthalin wurde mit Zinn-
amylbromid zur Verbindung (XLVIII) umgesetzt,
diese wurde dann mit Dimethyl-allylbromid konden-
siert und ergab (IL); durch Cyclisierung wurde eine
Substanz (L) erhalten, die mit dem Kondensations-
produkt von Vitamin K, (L) mit Styren identisch
War.

Diese unabhingig von zwel verschiedenen Laborato-
rien beschriebenen Reaktionen scheinen keinen Zweifel
zu lassen, dass Vitamin K sich in saurer Losung zu dem
entsprechenden Methylenchinon-chroman (XXXVI)
isomerisiert 7.

Es sei daran erinnert, dass die Dimerisierung der
Tocopherole schon von SCHUDEL et al.% beschrieben
worden ist; auch hier muss die Bildung eines Methylen-
chinons als Zwischenprodukt angenommen werden.
CAMERON et al.9 haben solche Isomerisierungen zu
Methylenchinonen auch am Durochinon beschrieben.

WAGNER et al.™ haben durch Behandlung des Hy-
droxychinons (LII) mit Acetylchlorid ein 5-Chloro-
methyl-6-chromanylacetat (LIII) erhalten; diese Re-
aktion ist als 1,4-Addition an das intermedidre Methy-
len-chinon (XXXVI) zu erkldren. In unserem Labora-
torium wurde direkt aus Vitamin Kj ) in Perchlor-

*7 Pass diese Isomerisiernng in saurer Lésung auch reversibel ist,
konnte kiirzlich durch Markierung von Vitamin K; ) mit Tritium
in tritiectem Wasser, in Gegenwart von Perchlorsiure, festgestellt
werden {R. Azmrap, P. Conun, P. Mamont, M. ViLgas und
E. LEpERER, TUPAC Symposium on Chemistry of Natural Com-
pounds, Kyoto 1964).

"% P, Senunen, H. Maver, J. METzGER, R. RUEGG und O. IsLER,
Helv. chim. Acta 46, 636 {1963).

9 D, W, Camerox, P. M. Scorr und Lorp Toop, j. chem. Soc.
1964, 42.
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O die weiteren Stufen des obigen Schemas unnétig wiir-
den.
S~ H,S80 ~CH
K ) CH, BN W : Dieses Problem erwartet noch eine experimentelle
/\ / Abkldrung, um so mehr, als in den letzten Jahren mehr
und mehr andere phosphorsiurehaltige Zwischenpro-
H, C/\ R r vrir dukte fiir die oxydative Phosphorylierung in Betracht
/ gezogen worden sind (z.B. Phosphohistidin? oder ein
CH,cocC1 ~~ CH4COC phosphoryliertes Derivat von NAD02),
. Wie dem auch sei, méchten wir zum Schluss noch auf
0 cocH, OCOCHa eine andere Untersuchung zu sprechen kommen, deren
genaue Bedeutung vorliufig noch nicht zu iibersehen
O N\—CH,CI NCH,OPOHy oy
OSSN . . A
\ Wenn wirklich Methylenchinone in der oxydativen
Phosphorylierung eine Rolle spielen, so miisste man
. C>\R - LIV mit Strukturanalogen Inhibitionen der Phosphorylie-

Sdure, mit Acetylchlorid, das Acetat (LIII) in 70pro-
Zentiger Ausbeute erhalten (R. Azerap und P. Ma-
MONT, unverdtfentlichte Versuche).

Durch Behandlung des Chloromethyl-Acetates (LIII)
mit Silber-dibenzyl-phosphat haben WAGNER et al. 1%
Dach Entbenzylierung das 5-Phosphomethyl-6-chro-
Manyl-acetat (L1V) erhalten; sie schreiben, dass diese

erbindung «is more productive than previously re-
borted hydroquinone monophosphates and 6-chrom-
anyl phosphates for studies of biological oxidative
phOSphorylatlon»

Sie nehmen an, dass die Oxydation dieses Benzyl-
Phosphates «aktives Phosphat » ergeben kénnte, so dass

rung erzielen kénnen.

HowLAND 3 hat kiirzlich die entkoppelnden und in-
hibierenden Eigenschaften von 2-Hydroxy-1,4-Naph-
thochinonen studiert und gefunden, dass diejenigen
Substanzen, die eine 2',3’-ungesittigte Seitenkette in
3-Stellung besitzen (d.h. Lapachol und Lomatiol), die
oxydative Phosphorylierung entkoppeln, wihrend die-

Wt A F, WagnNeRr, A, Lusi, R. E. Ericksoxn, B. Arison, N. R,
TrRENNER und K. ForLkers, J. Am. chem. Soc. 85, 8798 (1963).

101 P, D. Bover, D. E. Huvrguist, J. B. Perer, G. Kremn, R. Al
MitcHELL, M. DeLuca, J. W. Hinkson, L. BurLer und R. W,
MovERr, Fed. Proc. £2, 1080 (1963).

12 D, E. Grirrrrus, Fed. Proc. 22, 1064 (1963).

108 J, L. HowLaND, Biochim. biophys. Acta 77, 659 (1963).
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jenigen, die eine gesittigte Seitenkette enthalten (Hy-
drolapachol usw.}, die oxydative Phosphorylierung
hemmen, so wie Oligomycin.

HowLawnp19 gchliesst aus diesen Versuchen, dass sie
im Einklang mit einer Rolle von Chromanen in der oxy-
dativen Phosphorylierung sind.

Einer der aktivsten Inhibitoren der oxydativen
Phosphorylierung in mitochondrialen Systemen ist
Atractylosid ™, eine hypoglykimische Substanz aus
der nordafrikanischen Distel Airactylis gummifera, ftr
die vor kurzem AJELLO et al.1% die Struktur (LV) vor-
geschlagen haben.

Hydrierung der Methylengruppe des Atractylosids
hebt die inhibierende Wirkung auf, wodurch gezeigt
wird, dass das Methylen anscheinend eine «aktive
Gruppe» in dieser Substanz ist.

Vicnais und VIGNAIS198 haben kiirzlich geschlossen,
dass Atractylosid durch Verbindung mit einem energie-
reichen phosphorylierten Zwischenprodukt wirkt.

Es ist vielleicht kein Zufall, dass eine andere hypo-
glykdmische Substanz, Hypoglycin (LVI) aus Blighia
sapida, ebenfalls eine Methylengruppe hat; VicNaIls
und VieNa1$1%7 haben Hypoglycin in jhrem System als
inaktiv befunden, aber DE RopP et al. 1% haben gefun-
den, dass die oxydative Phosphorylierung in mit Hypo-
glycin behandelten Tieren gehemmt ist; auch hier hebt
die Absiittigung der Doppelbindung die biologische
Aktivitit auf.

In neuester Zeit haben VieNAIS und ViGNAISYY
eine ganze Reihe anderer Substanzen auf unseren
Vorschlag hin auf inhibierende Wirkung in mito-
chondrialen Systemen untersucht.

C,H,COOCH, j B
O O—~/\ /l ~0OH
nso X ) k/{\
Koaso \..*._/ COOH
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Da Atractylosid ein Glycosid eines Diterpens ist,
wurden auch andere Diterpenderivate mit Methylen-
gruppe untersucht. Als aktiv wurden gefunden: Steviol
(LVII) und 7-Hydroxykaurenolid (I.VIIIa); als inaktiv
wurden gefunden: Steviosid (in dem das Hydroxyl und
das Carboxyl von Steviol glykosidiert sind) und 7,18-
Dihydroxykaurenolid (LVIIIb).

Das antitumorale Antibiotikum Sarcomycin (LIX)
wirkt ebenfalls inhibierend, wenn auch schwach.

Von aromatischen Analogen von Methylenchinonen
wurden inhibierend gefunden: Sklerotiorin sowie Epi-
sklerotiorin (LX), Rotiorin (LX) sowie Fuscin (LXII),
withrend Citrinin (LXIII) inaktiv war.
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Es ist noch viel zu frith, um hier allgemeinere
Schitisse zu ziehen, aber wir wollen diese Arbeit fort-
setzen und erweitern, um so mehr, als WHITEHOUSE 1%
vor kurzem einen Zusammenhang von entkoppelnder
und antiinflammatorischer Wirkung aufgezeigt hat.

Zum Schlusse sei noch darauf hingewiesen, dass auch,
ganz abgesehen von einem eventuellen Zusammenhang
mit oxydativer Phosphorylierung, Vitamin K und seine
Derivate eine vollkommen sichergestellte, wenn auch

104 A, L, Bruxi, A. R, Contessa und S. Luciani, Biochim. biophys-
Acta 60, 301 (1962), — P, V, Vignals, P. M, Vignais und E. Sra-
NISLAS, Biochim. biophys. Acta 60, 284 (1962). — A. R, CoNTESSA
und G. Fassina, Boll. Soc. 1tal. Biol. sper. 39, 344 (1963),

106 T, AjELLO, F. Prozzi, A, Quitico und V. Serio, Gazz, chim. Ital
93, 867 (1963), Diese Arbeit betrifft die Struktur des Atracty-
ligenins; die hier dargestellte Formel des Atractylosids verdanken
wir einer personlichen Mitteilung von Herrn Prof. A. QuiLico.

08 PV, Vignats und P. M. Viewais, Biochem. biophys. Res.
Commun. 14, 559 (1964).

107 P, V, Vignats und P, M. Vigrais, unverdffentlichte Versuche.

198 |}, §. De Rorp, J. C. Van MetEr, E. C. DE Renzo, K. W.
McKEerxs, C. Pipacks, PP. H. Beuy, E. F, ULLman, S. R. SAFIR,
W. J. Fansuawe und 8. B. Davis, J. Am. chem. Soc. §0, 1004
(1958).

168 M, W, WHITEHOUSE, Nature 207, 629 (1964).
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Noch in Einzelheiten unerklirte Wirkung in der Bio-
Synthese des Prothrombins haben: da auch hier die 2-
Methylgruppe und die 2’-3’-Doppelbindung unerldsslich
$Ind™, kann man auch in dieser Wirkung des Vitamins
K die intermediire Bildung eines sehr reaktiven Me-
thylenchinons annehmen. Dieses kénnte natiirlich
ebenso gut statt mit Phosphat mit —SH-Gruppen von

Toteinen oder anderen Substanzen reagieren. Die oben
besprochenen Inhibitoren konnten z.B. ihre hem-

Mende Wirkung durch Abfangen von —SH-Gruppen
entfalten 116,111,

Summary. In the first part of this review the bio-
genesis of methyl-branched bacterial lipids through in-
Corporation of the methyl group of methionin or of
Propionic acid is studied; it is shown that in the bio-
8enesis of tuberculostearic acid, only two hydrogen
atoms are transferred with the carbon of methionin.
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The same observation is made in the second part, con-
cerning the origin of the 24-methy! group of ergosterol.
Different mechanisms of C-methylation by methionin
are discussed. It is also shown that the ethylidene
group of fucosterol is formed by a double transfer of
the methyl carbon of methionin.

In the third part the possible biological function of
the 2-methyl group of vitamin K and the ubiquinones
is studied; the acid catalysed isomerisation of these
compounds to very reactive methylene-quinone-chro-
manes is discussed in detail.

10 Siehe den Artikel von E. Larsson [Kungl, Fysiografiska Salis-
kapets I Lund Forhandlingar 32, 49 (1962)] betreffend die Re-
aktion von ~SH-Gruppen mit Methylenverbindungen.

1 Wir danken der Direktion der CIBA, Basel, und der Firma Firme-
nich & Cie., Genf, fiir ihr Interesse an unseren Arbeiten und Herrn
Dr. O. IsLer (F. Hoffmann-La Roche, Basel) fiir die grossziigige
Uberlassung vieler Vitamin-K-Priparate,
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Synthesis of N-Protected Oxytoceines

In the last few years, new N-protecting groups (e.g. the
¢-nitrophenylsulphenyl group, etc., ZERvas et al.l} as
Well as new S-protecting groups (e.g. acyl groups, etc.,
ZERvas et al.?) have been introduced and applied in this
aboratory for peptide synthesis. The removal of these
Protecting groups takes place under mild conditions to
avoid undesired side reactions. We have applied this
technique to synthesize some oxytocin-like peptides32—4
and the compounds I-V.

Bz Bz
! 1
Z—Cys-Tyr-He«Glu(NHz}~Asp(NHz}-Cys-Pro‘Leu-Gly-NHg
1
z Bz
! 1
Z-Cys~Tyr-Ile«Glu(NH2)~Asp(NH2)-CyS-Pro-Leuvcly-NHg
1I
Bz Bz
{ {
BOC-Cys-Tyr-lle-Glu{NH,)-Asp(NH,)-Cys-Pro-Leu-Gly-NH,
T11
Bz Bz
i {
NPS-Cys-Tyr-Tle-Glu(NH,)-Asp(NH,)-Cys-Pro-Leu-Gly-NH,
v
Z-Cys-Tyr-Tle-Glu{NH,}-Asp(NH,}-Cys-Pro-Leu-Gly-NH,
\'%
Z = CgH;CH,0C0
Bz = CH,CO

BOC = (CHy),COCO
NPS = 0-NO,CeH,S

By coupling p-nitrophenyl S-benzoyl-N-carbobenzoxy-
L-cysteinate?® with the tripeptide L-prolyl-L-leucylglycin-
amide?, the protected tetrapeptide N-carbobenzoxy-S-
benzoyl-L-cysteinyl-L-prolyl-L-leucylglycinamide was pre-
pared (m.p. 160-161°, [«]p —73°, ¢ 2.5, DMF). When the
carbobenzoxy group of this protected peptide was re-
moved by means of HBr in acetic acid, the hydrobromide
of the tetrapeptide was obtained. Coupling of the tetra-
peptide with carbobenzoxy-r-asparagine by the mixed
anhydride method (using pivaloyl chloride’) gave the
protected pentapeptide, carbobenzoxy-L-asparaginyl-S-
benzoyl-L-cysteinyl-L-prolyl-L-leucyiglycinamide (m.p.

1 L. Zervas, D, Borovas, and E. Gazis, J. Am. chem. Soc. §5, 3660
(1963).

2 {(a) L. Zervas and L. Protaxs, J. Am. chem, Soc. 8¢, 3887 (1962). -
{b) L. Zervas, I, PrHoraxi, and N. Greus, J. Am, chem. Soc. 45,
1337 (1963). - {c) L. Zervas, 1. ProTak1, A. Cosmaros, and N.
GHELIS, Peptides, Proceedings of the Fifth European Peptide
Symposium, Oxford (September 1862}, (Ed. G. T. Young, Perga-
mon Press, Oxford 1963}, p. 27. - (d} A. Cosmartos, I. PHOTAKI,
and L. ZErvas, Peptides, Proceedings of the Sixth European Pep-
tide Symposium, Athens (September 1963), (Ed. L. ZERvas,
Pergamon Press, Oxford, in press), — A, BERGER, J. Nicucui,
and E. Karcuaiski, J. Am. chem. Soc. 78, 4483 {1956). - M.
SokoLovsky, M. WIL¢HEK, and A, PATCHORNIK, J. Am, chem,
Soc. 86, 1202 (1964).

3 m.p. 180°, [a]p —55°, ¢ 2, DMF (unpublished work of this labora-
tory)}.

4 R. A. Boissonnas, St. GurTMANN, P.-A. JaguENoup, and J.-P.
WALLER, Helv. chim. Acta 38, 1491 (1955}, ~ M. ZaorAL and J.
RupINGER, Coll. Czech. Chem. Commun. 20, 1183 (1955).

5 M. Zaorai, Coll. Czech, Chem. Commun. 27, 1273 {1962).



