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TabelIe I 
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V 0,1 0,2 0,25 0,3 0,33 0,4 0,45 0,5 0,6 0,7 0,8 

E 0,065 0,110 0,140 0,156 0,160 0,155 0,148 0,142 0,125 0,105 0,072 

Tabelle II 

t (rain) 4 7 10 15 20 30 60 120 25 h 30 h 

E 0,060 0,110 0,122 0,147 0,170 0,180 0,200 0,215 0,250 0,250 

U m  die Z n s a m m e n s e t z u n g  des Chela tes  B in L6sung  
zu b e s t i m m e n ,  h a b e n  wir  das  yon  P. JOB 7,s e ingef i ihr te  
ko lo r ime t r i sche  V e r f a h r e n  der  kon t inu i e r l i chen  V a r i a t i o n  
benf i tz t .  Das  Ru t inmolek i i l  k a n n  an  de r  C-5-Hydroxyl -  
g r n p p e  u n d  a n  den  H y d r o x y l g r u p p e n  C-3'  u n d  C-4'  des 
B-R inges  k o m p l e x i e r t  werden.  Da  das  gleichzeit ige Zu- 
s a m m e n t r e f f e n  yon  e inem Ru t inmolek i i l  m i t  zwei A1C1 a- 
Molekiilen s icher  n u r  se l ten  s t a t t f i nde t ,  i s t  eine s tufen-  
weise K o m p l e x i e r u n g s r e a k t i o n  a n z u n e h m e n ;  wi t  h a b e n  
es d e m n a c h  m i t  zwei R e a k t i o n e n  2. O r d n u n g  zu t u n  
(R = R u t i n ) :  

R q- AI--~ RA1 

RA1 ~- A1--)- RA1 A1 

Die A b s o r p t i o n s m a x i m a  yon  R u t i n  ( 4 •  in 
m e t h a n o l i s c h e r  L6sung  lagen  bei  Z~,~ : 356 n m  (s --  19 500) 
(Bande  I) u n d  257 n m  (s = 23 500) (Bande  II) .  Bei  Zugabe  
eines l~berschusses  a n  m e t h a n o l i s c h e r  A1Cla-L6snng er- 
folgt  die K o m p l e x i e r u n g s r e a k t i o n  sehr  schnel l  u n t e r  
gleichzei t iger  b a t h o c h r o m e r  Ver sch i ebung  der  Absorp-  
t i o n s m a x i m a  zu ~ax: 430 n m  ( e =  22800) (Bande  I) u n d  
273 m n  (e = 28300) (Bande  II) .  

Me thano l i s che  S t a m m l 6 s u n g e n  gleicher  Molarit~tt 
(4 •  10 aM) a n  R u t i n  u n d  A1C13 w u r d e n  bei  gleichblei-  
b e n d e r  mo la r e r  G e s a m t k o n z e n t r a t i o n  in d e m  Verh/ i l tn i s  
V = R u t i n / R u t i n @ A 1 C 1  a z u s a m m e n g e g e b e n  u n d  die 
E x t i n k t i o n  (E) bei  ~ , ~  : 430 n m  u n d  20,5 4- 0,5 ~ gemes- 
sen (Tabel le  I). 

Bei  der  Wel lenl / inge 430 n m  a b s o r b i e r t  R u t i n  se lbs t  
gering. Es  k o n n t e  somi t  auI  eine Di f fe renzb i ldung  der  
E x t i n k t i o n s w e r t e  v e r z i c h t e t  werden .  Wie  aus  Tabel le  I 
ers icht l ich ,  t iegt  die m a x i m a l e  E x t i n k t i o n  bei  V = 0, 33. 
D a r a u s  schl iessen wir, dass,  wie scbon  T. I. MABRY ver-  
mu te t e ,  tats~tchlich ein R u t i n  A1C13-Komplex im Ver-  

h~ l tn i s  R 1 u n d  A1C13 = 2 vorl iegt .  U m  fes tzus te l len ,  
n a c h  welcher  Zei t  die m a x i m a l e  K o n z e n t r a t i o n  a n  Che la t  
v o r h a n d e n  ist, wurde  die Z u n a h m e  der  E x t i n k t i o n  (E) 
in Abh~ng igke i t  yon  der  Zei t  (5) bei  V = 0,33 (20,5 4- 
0,5 ~ gemessen.  Aus  de r  Tabe l le  I I  e rg ib t  sich, dass  die 
K o m p l e x i e r u n g s r e a k t i o n  l a n g s a m  ver l~uf t .  E r s t  n a c h  
25 h wurde  ein k o n s t a n t e r  E x t i n k t i o n s w e r t  gefunden .  

t3erechnet  m a n  fli t  die v e r s c h i e d e n e n  Z e i t p u n k t e  die 
G e s c h w i n d i g k e i t s k o n s t a n t e n  n a c h  der  1. Ordnung ,  so fal- 
len diese deu t l i ch  m i t  f o r t s c h r e i t e n d e m  U m s a t z  ab. Da-  
n a c h  is t  eine R e a k t i o n  1. O r d n u n g  auszuschl iessen.  E i n e  
B e r e c h n n n g  n a c h  2. O r d n u n g  e rg ib t  h in t / ing l ich  k o n s t a n t e  
W e r t e  u n d  d e u t e t  d a r a u f  hin,  dass  die C h e l a t b i l d u n g  
wohl  h a u p t s ~ c h l i c h  f iber die Zwischens tu fe  R A1 zu 
R A1 A1 ver l~uf t .  Dies k a n n  auch  d i r ek t  aus  der  Ver-  
s ch iebung  der  E x t i n k t i o n s m a x i m a  bei  l a n g s a m e r  A1C18- 
Zugabe  geschlossen werden,  da  das  langwell ige M a x i m u m  
(Bande  I ; R ing  B) spare r  e r re i ch t  wird  als das  kurzwel l ige  
M a x i m u m  (Bande  I I ;  R i n g  A). 

Summary. The  h y p o t h e s i s  of T. I. MABRY 6 a b o u t  t he  
c h e l a t s t r u c t u r e  of I l avonoids  w i t h  a l u m i n i u m - I I I - c h l o r i d  
could be  conf i rmed  b y  us ing  JoB 's  7 m e t h o d  of c o n t i n u o u s  
va r ia t ions .  

B. JANISTYN 

Pharmakognostisches Institut der Universitiit, 
Schdnzlestrasse 9-71, D-78 17reiburg im Breisgau 
(Deutschland), 30. April 7970. 

P. JoB, Ann Chim. 9, 113 (1928) und 7t, 97 (1936). 
R. T. FOLEY und R. C. ANmE~sox, J. Am. chem. Soc. 70, 1195 
(1948) und 77,909 (1949). 

Isom6rie cis-trans des m6naquinones et oxydations phosphorylantes  dans les extraits de Myco- 
bacterium phlei 

GUTNICK et  BRODIE 1 on t  d6cr i t  l ' i n c o r p o r a t i o n  de 
t r i t i u m  dans  la  p h y l l o q n i n o n e  p a r  des ex t r a i t s  de M. phlei 
incub6s  avec  u n  s u b s t r a t  oxydabIe  en  pr6sence  de ~H20. 
Ces r6su l t a t s  n ' o n t  c e p e n d a n t  pu  ~tre r ep rodu i t s  dans  
d ' a u t r e s  l abora to i r e s  ~-4. De plus,  HORTH et  al. 5 a y a n t  
p r6par6  la p h y l l o q u i n o n e  d o u b l e m e n t  m a r q u 4 e  2-[1~C8H3~, 
n ' o n t  pu  obse rve r  a u c u n  c h a n g e m e n t  s ignif ica t i f  du  rap-  

po r t  3H/1~C apr6s i n c u b a t i o n  avec  les m~mes  ex t ra i t s .  
E n f i n  D1 MARI et al. ~ on t  observ6 dans  les m6mes  condi-  
t ions  une  pe r t e  de d e u t 6 r i u m  inf6r ieure  5~ 1% en u t i l i s an t  
la p h y l l o q u i n o n e  2-[CD~, 3 e-[CD2] ou 3 fi-[CD 7. 

L ' e n s e m b l e  de ces r6su l t a t s  n6gat i f s  a m e n a i t  doric 
pense r  q u ' a u c u n  des m6can i smes  p r 4 c 6 d e m m e n t  pos tn l6s  
pou r  l ' i n t e r v e n t i o n  des m 6 n a q u i n o n e s  dans  les o x y d a t i o n s  

3 
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p h o s p h o r y l a n t e s  n ' 6 t a i t  op6rat if .  I1 r e s t a i t  c e p e n d a n t  Ia 
possibi l i t6  que  seule une  pe t i t e  pa r t i e  de la qu inone ,  const i -  
t u a n t  u n  pool  s6par6, 6 t a i t  int6ress6e darts les m6can i smes  
impl iqu6s  e t  que  le p h 6 n o m 6 n e  d ' 6change  p o u v a i t  alors 
passer  inapergu  (cf. les i nco rpo ra t ions  de 0,1 5. 0,3% de 
t r i t i u m  3, e t  ta pe r t e  de 1% de 2H4). 

Une  r6cente  p u b l i c a t i o n  de DUNPHY et  al. 6 r e v e n a n t  
sur  des r6su l t a t s  ant6r ieurs ,  i n d i q u a i t  que  la (~majeure 
pa r t i e  du t r i t i u m ,  incorpor6  dans  la p h y l l o q u i n o n e  (ou la 
d i h y d r o m 6 n a q u i n o n e - 9  endog6ne),  aprgs i n c u b a t i o n  avec  
sHoO, p o u v a i t  ~tre 61imin6e p a r  c h r o m a t o g r a p h i c  sur  gel 
de silice impr6gn6  de n i t r a t e  d ' a rgen t ,  mais  que  la radio-  
ac t iv i t6  r6siduel le  mig ra i t  alors c o m m e  l ' i som~re cis de 
chaque  qu inone .  Cet  isom6re cis a v a i t  6t6 caract6r is6  aussi  
5. 1 '6tat  n a t u r e l  chez M. phlei off il r epr6sen te  env i ron  
2,5% de la d i h y d r o m 6 n a q u i n o n e - 9  to t a l e  6, 7 

I1 6 ta i t  done  possible  que  cet  isom6re cis repr6sen te  en 
Ia i t  la  f r ac t ion  ac t ive  de la m 6naqu i none ,  ce qui  expl ique-  
r a i t  a ins i  la faiblesse des 6changes  observ6s.  Darts la plu-  
p a r t  des cas, en effet, les d i f f6rents  au t eu r s  a v a i e n t  uti l is6 
soit  la p h y l l o q u i n o n e  s y n t h 6 t i q u e  (envi ron  90% trans) 
ou la trans-phylloquinone purifi6e, soi t  Ia d i h y d r o m 6 n a -  
qu inone-9  na tu re l l e  (envi ron  98% trans). Nous  avons  
donc  envisag6 de r ep rend re  cer ta ines  exp6riences  d ' 6change  
d ' h y d r o g ~ n e  d6js. r6alis6es, mais  en  s 6 p a r a n t  les deux  iso- 
m6res  af in  de d4 tec te r  l ' 6change  6ven tue l  i n t e r v e n a n t  au 
n i v e a u  de l ' i som6re  cis. L ' i n c o r p o r a t i o n  sp6cifique du  
m6 thy l e  de la m 6 t h i o n i n e  en pos i t ion-2  de la d ihydro -  
m 6 n a q u i n o n e - 9  s n o u s a  donn6  la possibi l i t6  d ' o b t e n i r  une  
qu inone  d o u b l e m e n t  m a r q u 6 e  [2-14C3H~]. De plus ce t te  
m 6 t h o d e  a pe rmis  d ' 6v i t e r  les op6ra t ions  hab i tue l l e s  de 
f r a c t i o n n e m e n t  des sys t6mes  o x y d o p h o s p h o r y l a n t s ,  des- 
t r u c t i o n  de la m 6 n a q u i n o n e  endog6ne  et  r e s t a u r a t i o n  de 
l ' ac t iv i t6  pa r  add i t i on  de la qu inone  d o u b l e m e n t  marqu6e ,  
pu i sque  l ' i n e u b a t i o n  de cellules ent i6res  lav6es de M. phlei 
avec  de la m6thionine@4CaHa]  en  pr6sence d ' u n  s u b s t r a t  
oxydab l e  dans  u n  t a m p o n  p h o s p h a t e ,  r6alise X la fois les 
cond i t ions  n6cessaires au  double  m a r q u a g e  de la qu inone  
e t  au f o n c t i o n n e m e n t  des sys t6mes  o x y d o p h o s p h o r y l a n t s .  

Mdthodes expdrimentales. Mycobacterium phlei est  cul- 
t iv6  en mil ieu agi t6 5. 37 ~ p e n d a n t  env i ron  20 h sur  mil ieu 
de BRODIE ~. Les bac t4r ies  centr i fug4es  son t  lav6es 5, l ' eau  
3 fois et  raises en  suspens ion  dans  u n  t a m p o n  iris 0 , 0 1 M  
c o n t e n a n t  du  p h o s p h a t e  de K 0 , 0 1 4 M  et  KC1 1 , !5%,  
p H  7,4. Les qu inones  sont  ex t ra i t e s  5  ̀l ' ac6tone,  puis  puff-  
fi6es c o m m e  d6cr i t  p r 6 c 6 d e m m e n t  ~. Les c o m p t a g e s  de 
r ad ioac t iv i t6  du  ~H et  ~4C sont  effectu6s p a r  sc in t i l l a t ion  
l iquide  au m o y e n  d ' u n  P a c k a r d  Tr i -Carb  3314 6quip6 
d ' u n e  s t a n d a r d i s a t i o n  ex t e rne  dans  le m61ange sc in t i l l an t  
hab i tue l .  Le r6glage util is6 p e r m e t  d ' o b t e n i r  une  efficacit6 
m o y e n n e  de c o m p t a g e  de 57% pour  ~aC et  37% pour  aH 
(~C dans  le cana l  a H : l l  %,  aH dans  le cana l  ~C < 0,1%). 
L a  m 6 t h i o n i n e  d o u b l e m e n t  m a r q u 6 e  n ' a  pu  ~tre compt6e  

qu ' ap r6s  add i t i on  de 1 ml  d ' g t h a n o l  p o u r  10 tzl env i ron  de 
so lu t ion  aqueuse .  Dans  une  exp6rience,  le c o m p t a g e  a 
aussi  6t6 effectu6 sur  l ' iodure  de mg thy l e  disti l l6 d i recte-  
m e n t  dans  le m61ange sc in t i l l an t  e t  p r o v e n a n t  d ' u n  a l iquo t  
t r a i t6  pa r  I 'acide i odhyd r ique  ~~ L ' i r r a d i a t i o n  des m6na-  
qu inones  a 6t6 effectu6e dans  des r6cipients  en p y r e x  
plac6s ~ 10 cm env i ron  de deux  tubes  Mazda  T F D  40 W 
(lumi6re b l a n c h e )  

Rdsultats et discussion. L ' i n c u b a t i o n  de cellules lav6es 
de M. phlei dans  un  t a m p o n  tris-phosphate c o n t e n a n t  du  
m a l a t e  O,5M, 0,05~zc/ml de L-m6thionine-[14CHa] et  
1 ~zc/ml de L-m6thionine-[C~Ha], 5. Fai r  e t  5. 30 ~ p e n d a n t  
2 h, p e r m e t  d ' o b t e n i r  une  d i h y d r o m 6 n a q u i n o n e  double-  
m e n t  m a r q u f e  dans  le m6thy le -2  s,~a,~2. Le T a b l e a u  I 
m o n t r e  que les r a p p o r t s  3H/~4C mesur6s  dans  la m6th io-  
nine-[14CaH3] utilis6e et  la dihydrom6naquinone-[2-14C3H3] 
isol6e ne  s e m b l e n t  pas  p r6sen te r  de diff6rences significa- 
t ives.  Le r a p p o r t  mesur6  pou r  la d i h y d r o m 6 n a q u i n o n e  
var ie  peu  apr6s p lus ieurs  pur i f i ca t ions  successives.  Af in  
de mesu re r  le r a p p o r t  3H/14C clans c h a c u n  des isom6res 
cis et  tram, les t ro is  6chant i l lons  o b t e n u s  on t  6t6 c h r o m a t o -  
graphi6s  sur  gel de silice F254 (Merck) ~ l ' a ide  du so lvan t  
h e x a n e / n - b u t y I - 6 t h e r  (98:2) ;  une  b o n n e  s6para t ion  des 
isom6res exige 5 5. 6 d6ve loppemen t s  successifs. L ' adsor -  
b a n t  est  ensu i te  g ra f t6  p a r  b a n d e s  de 1 m m  dans  une  
fiole de comptage ,  5. l ' a ide  d ' u n  appare i l  d e  SNYDER 13 
modifi6.  U n  exemple  de s6para t ions  obtenues ,  assor t i  des 
r a p p o r t s  aI-I/14C ealcul6s, es t  donn6  dans  la Figure.  
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Tableau I. Rapports isotopiques aH/I~C dans le m6thyle de la m6thionine et dans le m6thyle-2 de ta dihydrom6naquinone-9 

3H/14C dans le m4thyle 
]~xp6rience de la m6thionine 

D6termination iCH a 
directe 

8H/I*C dans le m6thyle-2 de la dihydrom6naquinone-9 apr~s 
Ecarts 

3 4 5 6 7 moyens 
purifications chromatographiques 

1 24 ~ 0,2 - 25,2 24,8 25,0 25,2 - + 1,1 

2 23,1 :J= 0,4 - 21,8 21,8 21,4 22,0 21,9 --1,3 

3 21,7 :t= 0,5 20,75 i 0,05 17,3 18,5 19,3 19,1 19,2 -- i ,5  
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Cette technique  a 6t6 jug6e indispensable lorsque nous 
nous sommes apergus que le simple d6coupage, l '61ution 
et le comptage  de la par t ie  ant4rieure de la bande corres- 
pondan t  5  ̀ l ' isom6re cis et de la par t ie  post6rieure de la 
bande correspondant  & l ' isom6re trans (pour 6viter route  
con tamina t ion  r6ciproque) donna ien t  des rappor ts  aH/I*C 
respec t ivement  plus b a s e t  plus hau t  que le r appor t  moyen  
global  de la d ihydrom6naquinone  chromatographi6e.  
L ' e x a m e n  des rappor ts  ~H/14C mesur6s le long du pic des 
deux isom6res mont re  qu!il s 'agi t  15̀  du r6sultat  d ' un  effet 
isotopique chromatographique .  I1 apparai t ,  dans les deux 
cas, que les mol6cules triti6es sont  plus re tenues  que les 
mol4cules marqu6es au 14C; le rappor t  s ta t i s t ique  moyen  
peu t  ~tre trouv6, pour  chaque isom6re, en mesuran t  la 
va leur  du rappor t  ~H/I~C an sommet  du pic correspondant .  
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S6paration des isom6res cis et trans de la dihydrom6naquinone-9 
[2-1~CaHs]. 

Tableau II. Rapports isotopiques aH/I~C daus Ie m6thyle-2 des iso- 
m6res cis et trans de la dihydrom6naquinone-9 

3H/14C 
Exp6- 3H/1~C cis 
rience avant % cis trans 

s6paration 

1 19,8-4-0,1 ~ 5,1 4 -0 ,3  b 19,4 • 0,06 b 19,6 =~ 0,3 
(3)~ (3) 

2 15,5 -1- 0,1 ~ 3,75 ~_ 0,05 15,3 4- 0,2 15,2 ~= 0,2 
(4) (4) 

3 19,2 q- 0,1 4,5 20,4 20,4 
(1) (1) 

Rappor t s  mesur6s apr6s changement  des r6glages du  double  comp- 
tage et plusieurs mois apr6s la dftermination initiale (Tableau I). 
b Erreur standard sur la moyenne, o Nombre de mesures. 

Des effets isotopiques chromatograph iques  analogues, 
a f fec tant  des compos6s m6thyl6s ou non, ont  d6js` 6t6 
signal6s 14,15. 

Les r6sultats t rouv6s sont  indiqu6s dans le Tableau  I I ;  
ils mon t r en t  que Ie r appor t  *H/14C dans l ' isom6re cis 
(environ 5% du total)  est p r a t i qnemen t  ident ique  5  ̀celui 
de l ' isom6re trans. 

Ces r6sultats mon t r en t  qu ' aucun  6change de t r i t ium 
n ' in t e rv ien t  au n iveau du m6thyle  en -2 de l ' isom6re cis 
de la d ihydrom6naquinone:  L 'or igine et le r61e at tr ibu6s 
5  ̀cet isom6re cis par  t3RODIE et al. G semblent  tr6s contes- 
tables:  la cis-phylloquinone ne peu t  res taurer  Ies oxyda-  
t ions phosphorylantes  d ' ex t ra i t s  de M. p h M  irradi4s. De 
plus nos propres %sul ta ts  conf i rment  ent i6rement  l 'obser-  
r a t i o n  faite par  DI 1KARI et RAPOPORT 16 su ivan t  laquelle 
l'isom@re cis est s implement  p rcdu i t  par  i r radia t ion de 
l'isom@re tra~,~s. L ' incuba t ion  d'ex~raits  irradi6s de M. 
phlei en p%sence d 'un  m61ange de cis, trans-phylloquinone 
ou de cis- ou trans-phylloquinone purifi6es mont re  que 
l ' in terconvers ion des deux isom@res est i nd@endan te  de 
toute  act ivi t6  enzymat ique ;  le t a u x  d ' in te rconvers ion  est 
identique,  aussi bien pour  les ext ra i t s  r6activ6s et incub6s 
en pr6sence de 2, 4-DNP,  de KCN ou re@me bouillis. Au 
bout  de 15 min  l ' isom6re cis, pr6sent 5̀  raison de 0,8% 
avan t  l ' incubat ion  passe ~ 3,5% en moyenne,  tandis  que 
l ' isom6re lrans pr6sent 5. raison de 2% passe & 10% environ. 
Ces r6sultats ind iquent  que l ' in terconvers ion d6pend en 
fair d ' i l luminat ions  accidentelles in6vitables pendan t  les 
manipulat ions .  L ' i r rad ia t ion  en lumi6re blanche de chacun 
des denx isom6res en solution dans le cyclohexane condui t  

un 6quilibre con tenan t  30% de cis, et 70% de trans. 
I1 est certain que la d ihydrom6naquinone-9  pr6sente 

une in terconvers ion analogue qui expl ique le pourcentage  
d ' isom6re cis t rouv6 apr@s ex t rac t ionL La dihydrom6na-  
quinone-9 obtenue  5  ̀ par t i r  d 'une  cul ture  de M. phlei 
pouss6e en pr6sence de L-m6thionine-[CaHa], ex t ra i te  avec 
les pr6cautions habituelles,  cont ient  4,1% d ' isom6re cis; 
si l ' ex t rac t ion  est condui te  dans l 'obscuri t6 to ta le  5  ̀
l ' except ion  de br6ves i l luminat ions  en lumi6re rouge, ce 
pourcentage  est ramen6 g 2,4%. L ' i r rad ia t ion  d 'un  6chan- 
t i l lon marqu6 de d ihydrom6naquinone-9  [14CHa], isol6 
dans ces conditions, indique, out re  une dest ruct ion impor-  
tante ,  l ' accroissement  rapide du t a u x  d ' isom6re cis17. 

Summary.  Incuba t ion  of M. phlei washed cells wi th  
[14C~H,]-L-methionine led to [2-I4C~H3] d ihydromena-  
quinone-9 wi th  an isotope rat io  ident ical  to t ha t  of methio-  
nine. Chromatography  of the  doubly  labelled quinone 
indicated,  despite a pronounced isotope effect, t h a t  bo th  
cis and trans isomers had the  same isotope ratio. This 
result  e l iminates  any possibi l i ty  of hydrogen  exchange  in 
the  2-methyl  group of menaquinones  during oxyda t ive  
phosphorylat ion,  even in the  cis isomer. Fur thermore ,  i t  
is confirmed tha t  this  compound  is cer ta in ly  formed from 
na tura l  or synthet ic  menaquinones  dur ing isolat ion or 
incubat ion  periods by the  effect of dayl ight  i rradiat ion.  
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