Volumen xxxv, Fasciculus vr (1952) — No. 238. 1903

238. Coenzym A:
Eine einfache Synthese von S-Acylderivaten des Pantetheins

von R. Schwyzer.
(20. VIIL. 52.)

Die Vorstellung von der Verwendung von C,-Einheiten (Essig-
sdurereste) bei der biologischen Synthese des Steringeriistes!) erscheint
heute als gesichert?)3)2)%). Dabei geht die Essigsdure mit ziemlicher
Wahrscheinlichkeit als S-Acetyl-coenzym A (aktivierte Essigsdure) in
die Reaktion ein.

Die grundlegende Bedeutung der S-acylierten Formen des Coen-
zyms A fiir die Biosynthese der Sterine®) und vieler anderer Ver-
bindungen war mir Anlass zur Synthese von (-+)-S-Acetyl- und
(+)-S-Benzoyl-pantethein (Ia und Ib).
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Diese beiden Derivate des Pantetheins?) (Ic, lactobacillus-bul-
garieus-Faktor), dinucleotidartig mit Adenyl-pyrophosphorsiuren ver-
bunden?), sind Bausteine der unmittelbar aktiven, acyliibertragenden
Formen des Coenzyms A?9)10)11),
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S-Benzoyl- und S-Acetyl-coenzym A sind Zwischenprodukte bei
der enzymatischen Ubertragung auf andere Verbindungen des Benzoe-
sdurerestes?)?) (Hippursduresynthese) und vor allem des Restes der
Essigsiure, der C,-Einheit, welche im Mittelpunkte des Stoffwechsel-
geschehens steht?)4).

Die Darstellung der beiden Verbindungen Ia und Ib gelingt
leicht (Ausbeuten ca. 509, d.Th.) und in kiirzester Zeit (Arbeits-
aufwand fiir Ib etwa 1—2, fiir 1a etwa 2—3 Arbeitstage) ausgehend
von Tridthylammonium-pantothenat (II) iiber das Esterkohlen-
sdureanhydrid IIT (vgl. Wieland?) und Boissonnas®)) und das Athylen-
imid der Pantothensidure?) durch Aufspaltung dieser letzteren Ver-
bindung mittels entsprechender Thiosduren (Va und Vb). Die ganze
Reakfionsfolge wird vorzugsweise unter 0° durchgefiihrt; Zwischen-
produkte brauchen nicht isoliert zu werden. Die Isolierung der End-
produkte (Ia und Ib) in hohem Reinheitsgrad (ca. 809,) gelingt
durch Ausnitzung der besonderen Loslichkeifsverhiltnisse, und die
endgiiltige Reinigung erfolgt durch Kristallisation (Ib) oder durch
Chromatographie (1a).

CH
| C1C00C,H,
HO—CH,—U—CHOH—C0—NH—-CH,—CH,—COOH - N(C,H,); ————> HOI-N(C,H,),
|
CH, 11
CH
CH, NH|
| “CH,
+ HOCH y—C—CHOH—CO—NH—CH,—COH,—C0—0—C0—0C,H, ————»
N(C,Hy),
CH, 1
(C,H,);N-HO-CO- OC,H,
CH,
| /CH2 Va
+HO—CH,—(—CHOH—CO—NH—CH,~ CH,—CO—N" | = ——> Ta,Tb
\CHZ Vb
CH, v

Va —= HS-00-CH,; Vb= HS-CO'——<;>
(+)-S-Benzoyl-pantethein kristallisiert aus Essigester in Form
farbloser, zugespitzter Kristalle vom Smp.116° Die Verbindung
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dreht die Ebene des polarisierten Lichtes nach rechts ([o)% = +31°
-+ 49 Alkohol, ¢ = 1). Sie ist 16slich in Alkoholen, Wasser, Essigester
und Chloroform. Die wisserige Losung gibt mit Nitroprussidnatrium
und Ammoniak eine ,,verzogerte‘‘ Blaurotfirbung, welche auf das
langsame Freiwerden von —SH-Gruppen im alkalischen Milieu
zuriickzufithren ist (vgl. Lynen & Reichert, loc. cit.).

Bemerkengwert ist die benzoylierende Wirkung auf verschiedene
Verbindungen:

Lisst man S-Benzoprantethem in verdinntem wisserigem
Ammoniak stehen, so bilden sich Benzamid und Pantethein (I¢). Der
Verlauf der Ammonolyse konnte durch Titration?) des entstehenden
Pantetheins verfolgt werden. Eine 2-proz. Losung in Ammoniak 1:1
ist schon nach 30 Min. zu 959, gespalten (209).

Methanol wird schon in der Kédlte durch S-Benzoylpantethein und
Ammoniak oder Natriumacetat zu Benzoesdure-methylester verestert.

Zur Darstellung von Pantethein (lactobacillus-bulgaricus-Faktor)
aus kristallisiertem S-Benzoylpantethein beniitzt man am besten eine
kalte, gesittigte Losung von NH, in Methanol. Schon nach 2 Std.
hat die Lésung ihre benzoylierende Wirkung auf NH,OH (pH = 5,4)
vollstindig verloren. Nach Entfernen des Lésungsmittels in Vakuum
wird das Pantethein durch Waschen mit Ather von Benzamid und
Benzoesdure-methylester befreit. Papierchromatographie des Pante-
theins ergab Ry = 0,75 (Butanol-Wasser-Eisessig 4 : 5:1; Nachweis
mit Nitroprussidnatrium und Kaliumeyanid). Erst nach lingerem
Stehen (24 Std.) mit Methanol-Ammoniak treten tiefergreifende Ver-
dnderungen ein: ein nicht ndher untersuchtes Abbauprodukt mit —SH-
Gruppen wird papierchromatographisch nachweisbar (Ry = 0,47).

S-Acetyl-pantethein konnte bisher nur als farbloses, klares 01,
[a]% = +39° + 4° (¢ = 0,8 in Alkohol), gefasst werden. Vertellungs-
chromatographie an einer Oellulosesétule mit Essigester- Wasser lieferte
ein Priparat von ca. 85—909, Reinheit. Eine bessere Reinigung (ca.
95—999,) konnte erreicht werden durch Chromatographie an neu-
tralem Aluminiumoxyd der Aktivitit IV (Fabrikat der Fa. Woelm,
Eschwege) mit Essigester.

Chemisch verhilt sich die Verbindung weitgehend gleich wie das
Benzoylderivat des Pantetheins — mit dem Unterschiede, dass die
acylierende 'Wirkung noch verstirkt erscheint. Schon in neutraler
wasseriger Losung findet teilweise Hydrolyse zu Pantethein statt,
ebenfalls bei der Papierchromatographie mittels Butanol-Wasser-
Eisessig. Wird jedoch Essigester-Wasser als Entwicklungsfliissigkeit
verwendet, so lasst sich keine Hydrolyse nachweisen. :

Nach eigenen Beobachtungen ist die Methode zur Darstellung
von Ta und Ib weitgehend verallgemeinerungsfahig. Durch Auf-
spaltung von N-Acylderivaten des Athylenimins mittels Thiosduren

1) R. Kulm, L. Birkofer & F. W. Quackenbush, B. 72, 407 (1939).
120



1906 IIELVETICA CHIMICA AGTA.

lassen sich auf schonende Weise die verschiedensten N,S-Diacyl-
derivate des Cysteamins (f-Mercaptoathylamins) darstellen. Damit
ist ein weiterer Weg zur Erforschung dieser interessanten, nur wenig
bekannten!)?) Stoffgruppe eriffuet worden.

Experimenteller Teil.

(+)-S-Benzoyl-pantethein (Ib): 10 g (+)-Calcium-pantothenat wurden in
10 ml Wasser gelost und mit 10 ml Tridthylamin versetzt. Das Calcium wurde mit einer
genau dquivalenten Menge einer wasserigen Oxalsdurelosung gefallt. Nach Filtration und
Verdampfen des Losungsmittels hinterbliecben 12,5 g siruptses Tridthylammonium-
pantothenat., Die Verbindung wurde in 25 ml trockenem Dimethylformamid gelést und
auf — 59 abgekiihlt. Bei dicser Temperatur wurden nun 4,1 g Chlorkohlensaure-athylester,
in 20 ml Essigester gelost, tropfenweise eingeriihrt, Nach 10 Min. wurde die entstandene
Mischung, ungeachtet des auskristallisierten Tridgthylammonium-chlorids, unter Riihren
in eine auf —5° gekiihlte Lésung von 2 g Athylenimin und 5 g Tristhylamin in 50 ml
Essigester schnell eingetropft. Nach 20 Min. wurde dieses entstandene Gemisch in kalte
Thiobenzoesaurelésung (7 g Thiobenzoegdure in 100 ml Essigester) eingegossen. Nachdem
die (gelbe) Mischung 30 Min. bei 0° gestanden batte, wurde sie filtriert und bet tiefer Tem-
peratur, zuerst im Wasserstrahlvakuum, dann im Hochvakuum (0,03 mm Hg), von
Losungsmitteln befreit. Der Riickstand wurde in 1 1 Wasser gelost und zuerst mit Ather
(3mal 500 ml) extrahiert. (+ )-S-Benzoyl-pantethein wurde durch Extraktion der wis-
serigen Phase mit Essigester (5 mal 500 ml) isoliert und durch Kristallisation aus trockenem
Essigester gereinigt. Ausbeute 8 g, Smp. 116°. Aus den Atherextrakten schied sichnach dem
Trocknen mit Natriumsulfat beim Aufbewahren im Kiihlschrank (— 10°) cine weiterc Menge
der kristallisierten Verbindung aus. Zur Analyse wurde 3 mal aus Essigester umkristallisicrt
und bei 0,05 mm Hg 5 Std. bei 60° getrocknet. Farblose, flache Nadeln, Smp. 116°.

CygH,y60;N,8  Ber. C 56,52 H 6,85 N 7,33 S 8,38Y%
Gef. ,, 56,74 ,, 7,02 ,, 7,25 ,, 8,389
[a]?0 = +31° 4 4° (¢ = 1 in Athanol)

(+)-S-Acetyl-pantethein (Ia): Unter Ersatz der Thiobenzoesiure durch einen
Uberschuss an Thioessigsaure wurden in genau gleicher Weise, wie fiir (+ )-S-Benzoyl-
pantethein beschrieben, 4,7 g Tridthylammonium-pantothenat zum S-Acetyl-derivat
umgesetzt. Die Aufarbeitung geschah durch Aufnehmen des von den Losungsmitteln be-
freiten Reaktionsproduktes in 200 ml mit Kochsalz halb gesittigtem Wasser, Extraktion
mit Ather und Isolierung des (+ )-S-Acetyl-pantetheins durch Ausschiitteln mit 5mal
200 ml Essigester (+10% Methanol). Die vereinigten Ausziige wurden mit 50 ml halb-
gesittigter Kochsalzlosung gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet und verdampft (im
Wasserstrahlvakuum). Der farblose Riickstand (4 g) wurde aus Essigester an 120 g neu-
trales Aluminiumoxyd (Fa. Woelm, Eschwege) der Aktivitat IV chromatographiert. 6 Frak-
tionen zu je 100 ml Essigester eluicrten 2,3 g Acetylverbindung. Nach 8stiindigem Trocknen
iiber P,0; bei 25° und 0,05 mm Hg wurde der sehr dicke, farblose Sirup analysiert.
C1gH,, O, N,S Ber. C 48,73 H7,55 N 8,74 S510,01 CH,CO 13,439,

Gef. ,, 48,29; 48,05 ,, 7,57; 7,65 ,, 8,11; 8,04 ,,10,45; 10,30 ,, 13,73%
[ = +40°, +38° + 4° (c = 0,8 in Athanol)

Durch Essigester-Methanol liessen sich aus der Sdule weitere Mengen eines tritben
Oles eluieren, welches nicht niher untersucht wurde.

Kolorimetrischer Vergleich von S-Acetyl- und S-Benzoyl- in [a und Ib
nach Lipmann & Tuttle (loc. cit.): 6,04 mg Ia+0,5 ml Methanol + 1,0 ml NH,OH-
Losung +1,0 ml Acetatpuffer (pH = 5,4) wurden 15 Min. bei Zimmertcmperatur stehen-
gelassen, darauf mit 1,0 ml HCI-Losung, 1,0 ml FeCl,;-Lsung und 5,0 ml Wasser versetzt.
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Kolorimetrieren im Lumetron-Kolorimeter (I =1 c¢m; 4 = 515 mu): Durchlissigkeit
38,7%.

6,16 mg Ib genau gleich behandelt: Durchlassigkeit 38,7%.

Umsatz von (+)-S-Benzoyl-pantethein mit Ammoniak: a) Mi wis-
serigem Ammoniak: 100 mg (4 )-S-Benzoyl-pantethein wurden in 2 ml Methanol gelost
und mit konz. NHy-Wasser (1 : 1) auf 5 ml aufgefiillt. Nach 1, 6, 16 und 31 Min. (Zimmer-
temperatur 28°) wurde jedesmal 1,0 ml der Flissigkeit in 9 ml10,01-n. Jodlésung (Eisessig)
hineinpipettiert und nach Kuhn (loc. cit.) mit 0,01-n. Thiosulfatlésung zuriicktitriert.

t 1’ 6 167 31
Verbrauch an 0,01-n. J, (ml). . 1,0 2,6 4,1 5,0
Umsatz . . . . . . . .. .. 199, 49,59, ‘ 78% 95,56%,

200 mg (+ )-S-Benzoyl-pantethein in gleicher Weise umgesetzt ergaben durch Aus-
schiitteln mit Essigester, Losen in Wasser, Behandeln mit Tierkohle und Ausschiitteln
it Essigester 60 mg (909, d. Th.) kristallisiertes Benzamid. Umkristallisieren aus Benzol;
Smp. 125°, keine Depression mit einem Vergleichspriaparat vom Smp. 125°.

b) Mit methanolischem Ammoniak: 20 mg (+)-S-Benzoyl-pantethein wurden in
1 ml mit NH, gesittigtem Methanol gelost. Nach 2 Std. sind nach Lipmann & Tultle
floc. cit.) keine S-Benzoyl-gruppen mehr nachweisbar. Chromatographie an Whatman-
Papier Nr.1 mit Butanol-Wasser-Eisessig 4:5:1 bei 29° Trocknen 5 Min. bei 100°,
Besprithen mit 2-proz. Nitropussidnatrium gefolgt von 2-n. KXCN.

Ammonolysedauer: 2 Stunden: 1 Flecken Ry = 0,75
24 . 1 vs Ry = 0,75+ kleiner Flecken Ry = 0,47

Der Rg-Wert der erhaltenen Substanz entspricht demjenigen des Pantetheins
unter gleichen Bedingungen, vgl. Baddiley & Thain (loc. cit.); das Produkt des weiteren
Abbaus (Rp = 0,47) wurde nicht weiter untersucht.

(+)-S-Acetyl-pantethein erleidet mit methanolischem Ammoniak in analoger Weise
Abbau zu Pantethein.

Umsatz von (+)-S-Benzoyl-pantethein mit Methanol: 100 mg (+)-S-
Benzoyl-pantethein wurden mit 3 ml Methanol und 5 mg Natriumacetat (wasserfrei)
5 Std. gekocht. Dann wurde der Ansatz mit 10 m! Ather versetzt und die Mischung griind-
lich mit Wasser gewaschen. Die Atherschicht wurde mit Natriumsulfat getrocknet und
verdampft. Der Riickstand wurde im Reagensglas im Vakuum destilliert und die farblosen
Tropfen untersucht. Nachgewiesen wurde die Esternatur (Umsatz mit alkoholischem
NH,0H) und das Methanol nach Verseifen mit Phosphorsiure (Oxydation zu Formaldehyd,
Nachweis des Formaldehyds mit Chromotropsiure-H,80,) — beides nach Feigl).

Herrn Dr. K. Miescher verdanke ich wertvolle Diskussionen betreffend die Biosyn-
these der Steroide. Die Elementaranalysen wurden in unseren mikroanalytischen Labora-
torien unter der Leitung von Dr. H. Gysel durchgefiihrt.

Zusammentassung.

Es wird eine einfache Methode zur Herstellung von (+)-S-Acetyl-
pantethein (Ia) und (4)-S-Benzoyl-pantethein (Ib) beschrieben.
Durch Ammonolyse des kristallisierten Ib ldsst sich leicht freies
Pantethein (I¢, lactobacillus-bulgaricus-Faktor) darstellen.
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