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Presqualenyl-pyrophosphate (PSPP) was synthesized from farnesyl-pyrophosphate (FPP). The purified product 
could be transformed into squalene in 90% yield. The structure of PSPP was established by the following experiments: 
1) PSPP displays a remarkably acid-labile phosphate-ester bond. Analogous to FPP it was possible to stabilize this 

bond by the addition of bromine. This indicates a structure of the allylester type. 
2) On acid hydrolysis PSPP splits off not only the pyrophosphate but also water. This may be best explained by the 

presence of a tertiary hydroxyl group in PSPP. 
3) The pyrophosphate group of PSPP could be split by prostatic phosphatase. In gas-liquid-chromatography the tri- 

methyl-silylated product gave a single peak. From the mass spectra of this compound and of the corresponding 
alcohol the expected molecular weight of 426 could be verified for the latter. 

4) Determining the 3H/14C ratio in 1-3H2--414C-FPP and in PSPP and squalene, synthesized from it, only three 
3H-atoms could be detected in PSPP and in squalene. 

5) Ozonisation of PSPP, synthesized from 1-14C-FPP, gave radioactive malondialdehyde, which was characterised 
as azobenzene-malondialdehyde and 4-azobenzene-l-phenyl-pyrazole. The experimental results are in agreement 
with the following structure of 2, 6, 10, 15, 19, 23-hexamethyl-n-tetracosa-2, 6, 11, 14, 18, 22-hexaen-10-yl- 
pyrophosphate for PSPP. 

1. E i n l e i t u n g  

Eine Vorstufe des Squalens wurde von Rilling [ 1,2] 
durch Inkubat ion yon Farnesyl-pyrophosphat  (FPP) 
mit Mg 2+ und einer Part ikelfraktion aus Hefe gewon- 
nen und auf  Grund der elementaren Zusammensetzung 
Pr~squalenyl-pyrophosphat (PSPP) genannt. 

2 FPP - Mg 2+ - PSPP + PP 

PSPP + TPNH Mg "z+ . Squalen + TPN + PP 

Strukturformeln f'fir PSPP wurden von Rilling I [1 ,2 ]  
und von Popjfik I1 [3, 4] vorgeschlagen.Die chemischen 
Untersuchungen des von uns auf  analoge Weise gewon- 
nenen PSPP fiihrten uns zu einer neuen, yon den bishe- 
rigen Vorschl/igen abweichenden Struktur  III [5].  

A bkiJrzungen: 
PSPP: PrA'squalenyl-pyrophosphat; 
PS-OH: Pr~'squalenol; 
FPP: Farnesyl-pyrophosphat. 

2. Experimentelles 

Radioaktiv markiertes 14C-FPP, aus spezifisch 
markierter Mevalons/iure bereitet ,  reiningten wir durch 
Gegenstromverteilung [6] .  Unmarkiertes FPP wurde 
durch Phosphorylierung von trans-trans-Farnesol nach 
Cramer und B~Shm [6, 7] erhalten. 

Zur Gewinnung der enzymatisch aktiven Partikel- 
fraktion aus Hefe wurden die Zellen im Homogenisator 
nach Schlossmann [8] aufgeschlossen, zun/ichst 20 
min bei 15 000 g zentrifugiert und aus dem Uberstand 
die aktive Frakt ion durch 60 min Zentrifugieren bei 
105 000 g sedimentiert  [9] .  

Nach Vorversuchen, in denen wir die Zeit- und 
Enzymabh/ingigkeit der Bildung von PSPP best immten,  
erwies sich folgende Zusammensetzung fiir die Pr/ipa- 
ration des PSPP als geeignet. In 200 ml Endvolumen 
waren enthalten: 30 mMol Kaliumphosphatpuffer ,  pH 
7,5; 1 mMol Mg2+; 0,2 mMol FPP und Enzymfraktion,  
entsprechend 1 g Protein. Nach 10 min !nkubation~ 
bei 37 ° wurde nach Beendigung der Reaktion dutch 
Zugabe yon 20 ml 5m KOH das gebildete PSPP sofort 
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mit Collidin/Butanol (1 : 1) extrahiert und durch 
Gegenstromverteilung an Sephadex G25 gereinigt, 
wobei als station~ire Phase collidin-ges~ittigtes Wasser 
und als bewegliche Phase Collidin/Petrol/ither diente 
[6]. Wurde das auf diese Weise erhaltene PSPP mit 
TPNH, Mg :÷ und der Partikelfraktion aus Hefe inku- 
biert, so entstand Squalen in 90%iger Ausbeute. Wurde 
PSPP jedoch nicht sofort extrahiert, so lagerte es sich 
zu einem s/iurestabileren Produkt urn, das nicht mehr 
zu Squalen umgesetzt werden konnte. 

Zur Spaltung yon PSPP mit sauer Prostata-Phosphat- 
ase, bereitet nach G. Schmidt [10], wurden in 30 ml 
Tris/HC1-Puffer, pH 6,0 inkubiert: 30/.tMol PSPP, bis 
zu 5 Einheiten Phosphatase und 15 mg Serumalbumin. 
In einem Kontrollversuch wurde ermittelt, dass ohne 
Enzym allein auf Grund des schwach sauren pH-Wertes 
die spontane Hydrolyse des PSPP weniger als 5% aus- 
machte. Zur Isolierung des Spaltproduktes wurde nach 
20 min alkalischer Verseifung mit Petrol/ither extrahiert. 

Zur Ozonisation [11] des PSPP (0,6/aCi in 20/aMol; 
aus 1-:14C-FPPhergestellt)wurde durch eine Essiges- 
tefl6sung (20 ml) bei - 7 8  ° 90 sec lang Ozon durchge- 
leitet. Das Ozonid wurde mit Palladium calciumkarbo- 
nat-Katalysator !n absolutem Methanol reduziert. An- 
schliessend wurde zu der L6sung 6 mMol unmarkiertes 
Malondialdehyd-tetraiithylacetal, 15 ml Essigester 
sowie 10 ml Wasser und 4 ml 4n Salzs~iuere gegeben. 
Zur Hydrolyse des Acetals wurde 20 min gesehtittelt. 
Der Malondialdehyd, der sich in der w/isserigen Phase 

befindet, wurde nach den Vorschriften von Claisen 
und Beyer [ 14, 15] zu Benzolazomalondialdehyd und 
4-Benzolazo- 1-phenyl-pyrazol umgesetzt. 

3. Ergebnisse und Diskussion 

Wesentliche Befunde ftir unsere Struktur waren: 
1) AuffaUend war bei alien Versuchen die grosse 

S/iurelabilit~it der Pyrophosphatgruppierung des PSPP. 
Fiinfmintitige Inkubation in In Salzs~ure bei 0 ° hatte 
eine Hydrolyse von mehr als 70% des PSPP zur Folge, 
wodurch der org. Rest petrol/itherl6slich wurde. Wurde 
PSPP vor Einwirkung der S~zs/iure bromiert (mit 
methanolischer Br2 -L6sung bei 0°), so liessen sich nach 
der gleichen Behandlung nur mehr 2% des org. Restes 
mit Petrol/ither extrahieren. Dieses dem FPP analoge 
Verhalten spricht fur eine allylst~/ndige Pyrophosphat- 
gruppe im PSPP. 

2) Hydrolyseexperimente bei 70 ° ergaben nicht nur 
eine Abspaltung von Pyrophosphat, sondem auch von 
Wasser. Durch gaschromatographische Analyse konnten 
im wesentlichen drei Substanzen nachgewiesen werden, 
deren massenspektroskopisch ermitteltes Molekular- 
gewicht 408 war (Molekulargewicht von Squalen: 410). 
Wurden hingegen diese Versuche bei 0 ° ausgeffihrt, 
so erhielt man gr6sstenteils Pr/isqualenol (PS-OH), das 
durch Ver~itherung stabilisiert werden konnte (s. Ab- 
satz 3). Die leicht erfolgende Eliminierung yon Wasser 
bei erh6hter Temperatur 1/isst sich am besten erld~iren, 
wenn man dem PS-OH die Struktur eines terti/iren AI- 
kohols zuschreibt. 

3) FOr die Aufnahme eines Massenspektrums war 
es giinstig, die Pyrophosphatgruppe des PSPP abzu- 
spalten und das erhaltene Pdisqualenol (PS-OH) durch 
Veditherung mit Trimethylsilierungsagens [ 12] zu 
stabilisieren. Zur Abtrennung des Pyrophosphates 
w/ihlten wir die schonende und selektive enzymatische 
Spaltung mit Phosphatase. Mit sauer Prostata-Phos- 
phatase konnte eine voUst~indige Spaltung des PSPP 
erzielt werden. Injektion des trimethylsilierten Pr/ipa- 
rates in den Gaschromatographen ergab einen einzigen 
Gipfel. Von der am Ausgang des Gaschromatographen 
aufgefangenen trimethylsilierten Substanz wurde ein 
Massenspektrum angefertigt. Ausserdem wurden vom 
unver/inderten Alkohol und dessen Methyl/ither, der 
durch Ver/itherung mit Bortrifluorid-Diazomethan [13 ] 
erhalten wurde, Massenspektren angefertigt. Die Mas- 
senspektren zeigten in allen F~illen das gleiche Spal- 
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Table 1 
Umkristallisation der Derivate des Malondialdehyds. (Benzolazo- 
malondialdehyd wurde aus Alkohol, 4-Benzolazo-l-phenylpyrazol 

aus Eisessig umkristallisiert). 

Benzolazo-malondi- 4-Benzolazo- 1-phenyl- 
aldehyd pyrazol 

Kristallisation IpM/mMol Fp(°C) IpM/mMol Fp(°C) 

4. 16 000 118 14 300 126 
7. 15 800 118 14 400 126 

Alle unsere Befunde sind mit der Struktur eines 
2, 6, 10, 15, 19, 23-Hexamethyl-n-tetracosa-2, 6, 11, 
14, 18, 22-hexaen-I 0-yl-pyrophosphates (III) f/Jr PSPP 
vereinbar. Mit dieser Struktur des PSPP 1/isst sich auch 
die Vorstellung yon Cornforth und Popj~k ffir den 
Mechanismus der Squalenbiosynthese [16] in Einklang 
bringen, wonach 1. ein FPP zu NPP isomerisiert wird, 
2. NPP und FPP zu PSPP verkniipft werden und 3. 
PSPP unter Reduktion mit TPHN zu Squalen iiber- 
geht. 

tungsschema. Von den Massengipfeln konnte nur derje- 
nige bei m/e 395 mit unserer Strukturvorstellung vorerst 
noch nicht in Einklang gebracht werden. Dieses Frag- 
ment, das durch Abspaltung des Radikals CH2OR er- 
klfirt werden k6nnte, wfire mit dem Vorliegen eines pri- 
m~iren Alkohols vereinbar. Andererseits sprechen die 
vorher erwiihnten chemischen Befunde fiir einen ter- 
ti~iren Alkohol. Wir legten diesen Ergebnissen mehr Ge- 
wicht bei. Wichtig war fiir uns, dass in allen Spektren 
nur ein Molekfiliongipfel auftritt, aus dem sich ftir das 
PS-OH ein Molekulargewicht von 426 errechnet. 

4) lm NMR-Spektrum (mit einem Varian HA 100 auf- 
genommen) des PS-OH konnte im Bereich von 9 , 4 - 1 0  7r 
keine Signale beobachtet werden. Wir k6nnen somit 
den von Rilling postulierten Cyclopropanring, der sich 
durch besonders hohe, um 9,8 7r liegende Protonensig- 
hale auszeichnet, nicht best~itigen. 

5) Im PSPP, aus 1.3 H~ - 114 C-FPP synthetisiert, 
konnte Rilling [ 1 ] nur mehr drei Tritiumatome nach- 
weisen, Popjfik [3] hingegen vier. Bei entsprechenden 
Doppelmarkierungsversuchen, die auf einer Bestimmung 
des 3 H/14 C- Verh/iltnisses im 1-3H2 -4 -14 C-FPP und 
daraus gebildetem PSPP und Squalen beruhten, fanden 
wir in Best~tigung der Angaben Rillings nur drei Triti- 
umatome im PSPP. 

6) Den unmittelbare Nachweis fiir die Richtigkeit 
unseres Strukturvorschlages erbrachte die Ozonisation 
des aus 1-14C-FPP erhaltenen PSPP. Wie aus der For- 
reel III hervorgeht, sollte man bei reduktiver Spaltung 
des Ozonids yon PSPP radioaktiven Malondialdehyd 
erhalten. Malondialdehyd wurde als BenzolazomaJon- 
dialdehyd und als 4-Benzolazo-I-phenyl-pyrazol cha- 
rakterisiert [14, 15]. Beide Verbindungen liessen sich 
zur konstanten Radioaktivit/it umkristallisieren (Tab. I). 
Die Ausbeute an radioaktivem Malondialdehyd, der 
durch Ozonisierung des PSPP entstanden war, betrug 
10%. 

Anmerkung 

Herrn Dr. W. Sch~ifer danken wir ftir die Aufnahme 
der Massenspektren, Fraulein G. Schild und Herrn Dr. 
J. Sonnenbichler ffir die Aufnahme der NMR-Spektren, 
Herrn H. Schulz ftir das quantitative Verbrennen der 
Substanzen. 
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