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RESUME

Les auteurs ont préparé les composés d’addition des chlorures de benzoyle, de
mésitoyle et d’acétyle avec TiCl, et étudié leurs spectres d’absorption infrarouge, qui
prouvent des différences de structure entre ces corps. L’étude rétigraphique du
chlorotitanate de mésitoylium a confirmé l'existence a 1'état solide d’une espéce
chimique définie.

Laboratoire de chimie physique de I'Université de Genéve

54. Die Struktur einer Vitamin-K,-Verbindung aus Tuberkelbazillen
und die Synthese héherer Isoprenologe der Vitamin-K,-Reihe

von H.Noll, R. Riiegg, U.Gloor, G.Ryser und O.Isler
(7. XII. 59)

1949 isolierten Snxow ef al.1) aus dem Unverseifbaren von Tuberkelbazillen ein
oliges Chinon mit Vitamin-K-dhnlichem UV.-Absorptionsspektrum. Ferner zeigte
SNow?) spiter, dass diese Verbindung eine ungesittigte Seitenkette in 3-Stellung
des Naphtochinonringes besass und offenbar ein héheres Isoprenolog von Doisy’s
Vitamin K,, Smp. 54°, aus faulendem Fischmehl?), darstellte. 1958 bestitigte NorL4)
diese Vermutung, indem er die Verbindung in Form gelber Kristalle, Smp. 58-59°,
rein darstellte und ihre K,-Struktur durch IR.-spektroskopische Untersuchungen
bewies. Etwa gleichzeitig gelang ISLER ¢f al.%) die Totalsynthese der Verbindungen
der Vitamin-K,-Reihe mit Seitenketten von 5-35 C-Atomen, sowie die Identifizierung
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von Doisy’s Verbindung (Smp. 54°) als Vitamin K, 35 (I, n = 6) und eines niedrigen
Isoprenologen aus den Mutterlaugen (Smp. 50°) als Vitamin Ky (I, n = 5). Der
direkte Vergleich der synthetischen Verbindungen der Vitamin-K,-Reihe mit NoLL’s

1) J. Francis, J. MapinaveITia, H. M. MacTurce & G. A. Snow, Nature 763, 365 (1949),

2) G. A. Sxow, Résumé des communications, 2e Congrés International de Biochimie, Paris,
95 (1952).

3) R. W. McKEeE, S. B. BINKLEY, S. A. THAYER, D. W. MacCorQuopaLE & E. A. Dolsy,
J. biol. Chemistry 737, 327 (1939).

4y H. Nott, J. biol. Chemistry 232, 919 (1958).

5 O.IsLERr, R. RtEGG, L. H. CHOPARD-DIT-JEAN, A. WINTERSTEIN & O. Wiss, Helv. 47,
786 (1958).
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Kristallisat, Smp. 58-59°, bestitigte die fritheren Befunde, dass es sich bei dem
Produkt aus Tuberkelbazillen um eine Verbindung mit noch lingerer Seitenkette
handeln musste, ndmlich um Vitamin K, (I, n = 8) oder Vitamin Ky, (I, n = 9).
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Fig. 1. IR.-Absorptionsspektven von synthetischem Vitamin K2(45) und Kz(so) krist.
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Nachdem uns der C,;-Alkohol Solanesol IT aus Tabak und die um einen Isopren-
rest verlingerte Verbindung III mit 50 C-Atomen zur Verfiigung standen®), haben
wir durch Kondensation dieser Alkohole mit 2-Methy!-1,4-naphtohydrochinon und
Oxydation der Kondensationsprodukte mit Silberoxyd die Vitamine K,y5 (I, n = 8)
und Ky sq, (I, n = 9) hergestellt?).

Papierchromatographischer Vergleich natur =
licher und synthetischer Vitamin KgHomologer
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Laufmittel :  n-Propanol Wasser (4:1)
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Laufzeit : 38 Stunden
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Fig. 2. Papierchromatogramm

Das Vitamin-K,-Priparat aus M. tuberculosis, Smp. 58-59°, erwies sich durch die
Mischprobe und den Vergleich der IR.- und UV.-Absorptionsspektren, der Rf-Werte
sowie der RONTGEN-Pulverdiagramme als identisch mit Vitamin K, aus Solanesol
(2-Methyl-3-solanesyl-1,4-naphtochinon). Der Misch-Smp. mit Vitamin Ky,
Smp. 62°, dagegen war erniedrigt und der Vergleich der RONTGEN-Pulverdiagramme
ergab deutliche Unterschiede.

% R. RUEGG, U. GLOOR, R. N. GotL, G. RYSER, O. Wiss & O. IsLER, Helv. 42, 2616 (1959);
M. KorLER, A.LANGEMANN, R. RUEGG, U. GLooR, U. SCHWIETER, J. WUrscH, O. Wiss &
O. TsLER, Helv. 42, 2252 (1959).

7) Inzwischen wurde die Synthese von Vitamin K45 aus Solanesol von C. H. SHUNK,
R. E. Erickson, E. L. WonGg & K. FoLkErs, J. Amer. chem. Soc. 87, 5000 (1959), kurz mit-
geteilt.
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BRroDIE ¢t al.?) beschrieben unlidngst in einer vorliufigen Mitteilung die Isolierung eines 6ligen,
biologisch aktiven Naphtochinons aus Mycobactevium phlei. Nicht ndher beschriebene IR.-
Spektren liessen diese Autoren auf eine Vitamin-K,-Struktur des M.-phlei-Chinons schliessen.
Eine von Dr. Bropie erhaltene Probe dieses Priparates zeigte jedoch ein fiir eine Verbindung
der Vitamin-K,-Reihe charakteristisches IR.-Spektrum?9) und verhielt sich ausserdem im papier-
chromatographischen Vergleich analog zu Vitamin K45 Daraus folgt, dass die Verbindung aus
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Fig. 3. RONTGEN-Pulverdiagramme von synthetischem Vitamin Kz(“) und Kz(so)v
aufgenommen mit einem Zihlrohrgoniometer (PurLips, Typ PW 1050) und Cu K,-
Strahlung

M. phlei nicht eine K;-, sondern eine K,-Struktur besitzt und mit dem Vitamin K, aus
M. tuberculosis identisch sein dirfte.

Die Arbeiten in Pittsburgh (H. NoryL) wurden unterstiitzt durch Grant Nr. E-1500 von der
Division of Research Grants of the National Institutes of Health und Senior Research Fellow-
ship Nr. SF-274 vom US. Public Health Service.

8) A.F.Brobig, B. R. Davis & L. F. FIEsER, J. Amer. chem. Soc. 80, 6454 (1958).

9) Eingehende Studien mit synthetischen Homologen der Vitamine K; und K, haben ge-
zeigt, dass sich die IR.-Spektren der beiden homologen Reihen qualitativ und quantitativ
unterscheiden. H. NorL wird dariiber an anderer Stelle ausfiithrlich berichten. Es sei hier nur
erwihnt, dass beispielsweise die Spektren der K,-Homologen bei 1100 und 840 cm™ je eine
Bande aufweisen, die in den Spektren der K,-Reihe fehlen.
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Experimentelles19).-Vitamin sz) (I, » = 8). Zu7g2-Methylnaphtohydrochinon, 50 ml
Dioxan, 0,5 g Zinkchlorid und 1 ml Bortrifluoridatherat werden unter Riihren bei 55-60° 7,5 g
Solanesol in 30 ml Dioxan in 20 Min. getropft. Hierauf riithrt man noch 1 Std. bei 55-60° weiter,
giesst sodann auf Eiswasser und extrahiert mit Ather. Die Atherlésung wird mit 5-proz. Natron-
lauge, die 19, Natriumdithionit enthilt, und hierauf mit Wasser ausgeschiittelt. Nach dem Trock-
nen iiber Natriumsulfat und Abdampfen des Loésungsmittels wird der Riickstand in 200 ml
Ather mit 10 g Silberoxyd 30 Min. geschiittelt. Man filtriert und dampft das Losungsmittel ab.
Der Riickstand wird in Petroliather (Siedebereich 60-90°) geldst und iiber eine Sdule aus 1 kg
Aluminiumoxyd (Aktivitat V) chromatographiert. Das Vitamin K2(45) lauft mit Petroldther als
gelbe Zone durch die Sdule und wird getrennt aufgefangen. Nach Eindampfen erhilt man ca.
3 g ecines gelben Oles, das aus Methanol-Aceton kristallisiert wird, Smp. 53°. Aus den spiteren
Chromatogrammiraktionen kénnen 4 g Solanesol zuriickgewonnen werden. Um ganz reines Pro-
dukt zu erhalten, werden 200 mg Vitamin K, .y vom Smp. 53° in 3 ml Aceton geldst, dann wird
eine Spatelspitze Polyathylenpulver (Hostalen W) und anschliessend unter Riihren tropfenweise
soviel Wasser zugegeben, dass das Aceton-Wassergemisch 809, Aceton und 209, Wasser enthilt,
Dieses Gemisch wird oben auf eine Sdule aus 20 g Hostalen W aufgetragen und mit folgenden
Losungsmitteln entwickelt: 100 ml Aceton/Wasser 80:20; 100 ml Aceton/Wasser 85:15 und
400 ml Aceton/Wasser 90:10. Es werden Fraktionen & je 6 ml aufgefangen. Fraktionen 1-31
wurden nicht weiter untersucht. Fraktionen 3245 enthielten wenig Kristalle von unscharfem
Smp. Fraktionen 46-62 enthielten die Hauptmenge des Produktes (120 mg), das in gelben feinen
Kristallen, Smp. 56-57°, ausfiel; UV.-Max. 248 my, (E1%, = 246).

~1¢m
CgeHgoO, Ber. C 85,65 H 10,27%  Gef. C 85,59 H 10,339,
Dihydro-di-O-acetyl-Devivat von I, n = §: Farblose Kristalle aus Alkohol, Smp. 62-63°,
unter vorherigem Sintern bei 44°, UV.-Max. 230 mp. (El% = 990) [in Alkohol].

1¢h
Vitamin Ky (50) (I, » = 9). Auf die gleiche Weise, wie beim Vitamin Ky s beschrieben, wer-
den 7 g Cy4-Carbinol III mit 7 g 2-Methyl-1,4-naphtohydrochinon, 0,5 g Zinkchlorid und 1 ml
Bortrifluoriddtherat in Dioxan bei 55-60° kondensiert und aufgearbeitet; Smp. 56°. Das erhaltene
rohe Kristallisat wird, wie das K2<45), an Hostalenpulver chromatographiert, wobei man das reine
Vitamin Ky als gelbe Kristalle vom Smp. 62° erhdlt. UV.-Max. 248 my. (E}g/gn = 224).

CeHlgO, Ber. C 85,86 H 10,399  Gef. 85,67 H 10,349,

Dihydro-di-O-acetyl-Derivat von I, n = 9: Farblose Kristalle aus Alkohol, Smp. 65° unter vor-
herigem Sintern bei 45°, UV.-Max. 230 my. (E1% = 897) [in Alkohol].

icm

Vitamin K2(45) aus Mycobacterium tuberculosis. Kristallines Vitamin K, 15) wurde aus zwei
Stimmen von M. tuberculosis (BREVANNES, H,;,Rv) isoliert. Ziichtung der Kulturen und Iso-
lierung erfolgten im wesentlichen wie frither beschrieben4)!1). Die Oberflichenkulturen werden
auf der Nutsche abgesaugt, mit destilliertem Wasser gewaschen und anschliessend durch mehr-
tigiges Suspendieren in Methanol-Ather (2:1) und anschliessend Accton extrahiert. Die nach-
folgend mit Chloroform extrahierten Lipoide enthalten keine Vitamin-K,-Verbindungen mehr.

Die Methanol-Ather- und Aceton-Extrakte werden nach Eindampfen im Vakuum in einer
Wasser/Ather-Mischung aufgenommen. Anschliessend wird ein Teil der Phosphoglycolipoide aus
der getrockneten und konzentrierten Atherphase mit 3—4 Teilen Aceton gefillt. Der klare gelbe
Uberstand wird zu einem Ol konzentriert, in Petroldther oder Isooctan gelést und an SiO, oder
Decalso chromatographiert. Die Vitamin-K,-Verbindung wird gleich am Anfang mit dem gleichen
Lésungsmittel als gelbes Band eluiert. Die IR.-spektroskopische Kontrolle der Eluate zeigte,
dass diese Fraktionen noch mit betrichtlichen Mengen von Triglyceriden verunreinigt sind.
Erneute Chromatographie liefert in ca. 30-proz. Ausbeute Fraktionen, die zu 70-909%, ange-
reichert sind. Wegen des unscharfen Trenneffektes mit den gepriiften Adsorbentien sind zur
weiteren Steigerung der Ausbeuten und des Reinheitsgrades mehrere Chromatographien not-
1) Alle Smp. sind unkorrigiert. Die UV.-Absorptionsspektren wurden mit einem regi-
strierenden BECKMAN-Spektrophotometer, Modell DK 1, aufgenommen; Losungsmittel, wenn
nichts anderes vermerkt, Petrolither (Siedebereich 80-105°); es wird in der Regel nur das
Hauptmaximum angegeben. Die IR.-Absorptionsspektren wurden mit einem PERKIN-ELMER-
Zweistrahl-Spektrophotometer, Modell 21, anfgenommen.

1) H. Norr & E. Jackiy, J. biol. Chemistry 232, 903 (1958).
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wendig. Konzentrate, die iiber 709, Vitamin K, . enthalten, kristallisieren oft schon nach
wenigen Std. Die weitere Reinigung erfolgt durch Umbkristallisieren. Das Rohkristallisat wird in
Isooctan gelést und iiber Nacht bei — 10° aufbewahrt. Dadurch werden weitere Verunreinigungen
als farbloser Niederschlag entfernt; die eingedampfte Losung liefert aus Aceton-Methanol Kri-
stalle, Smp. 54°, die durch Umkristallisieren aus Aceton schliesslich das reine Produkt, Smp.
58-59°, ergaben. Die Reinigung durch Umkristallisieren ist zeitraubend und verlustreich; aus
dem Rohkristallisat wurden beispielsweise nur 109, an reinstem Produkt in einem Arbeitsgang
crhalten. Papierchromatographische Kontrolle von Fraktionen verschiedenen Reinheitsgrades
zeigte immer nur eixe Vitamin K5 entsprechende Komponente, so dass es unwahrscheinlich
erscheint, dass die niederen Kristallisationsausbeuten auf die Anwesenheit eines Gemisches
mehrerer isoprenologer Vitamin‘Kz-Verbindungen zuriickzufithren sind (evtl. Stereoisomere ?).

Trotz den Schwierigkeiten, reines Vitamin K, 15) in guten Ausbeuten zu isolieren, muss
darauf hingewiesen werden, dass der Gehalt an Vitamin-K,-Verbindung von Tuberkelbazillen,
die auf synthetischen Glyzerin-Nihrmedien geziichtet wurden, betrichtlich ist; er betragt nach
spektroskopischen Messungen ca. 0,59, des Bakterientrockengewichtes.

Die Analysen wurden in der mikroanalytischen Abteilung (Leitung Dr. A. DirRscHERL) der
F. HorFrmanN-La RocuE & Co. AG., Basel, ausgefithrt. Die IR.-Absorptionsspektren wurden
in der physikalisch-chemischen Abteilung (Leitung Dr. M. KoFLER) von Dr. L. H. CHOPARD-DIT-
JEAN und die RONTGEN-Pulverdiagramme von Dr. C. voN PLANTA aufgenommen.

SUMMARY

Vitamin K, m. p. 58-59°, isolated by Norr from M. tuberculosis, proved to be
2-methyl-3-solanesyl-1,4-naphthoquinone having a side-chain of 45 C-atoms. This
vitamin K,5 was synthesized from menadiol and solanesol. The next higher iso-
prenologue, vitamin Ky, m. p. 62°, was obtained by lengthening solanesol by an iso-
prene unit followed by condensation with menadiol and oxidation.
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