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Mit der Entdeckung, daB im Tierkorper Methylnaphthochinon in
Vitamin Kosg) umgewandelt wird [6], war die Frage nach dem Mechanis-
mus dieser Reaktion aufgeworfen. Wie der Aufbau einer hierbei ein-
zufithrenden Polyisoprenkette in der Zelle vorzustellen ist, hatten die
Arbeiten von Ly~EN, BrocH [7] u. a. in der letzten Zeit bereits gezeigt.
Durch Verwendung von markierter Mevalonsaure konnte leicht bewiesen
werden, dall diese auch bei der Bildung von Vitamin K, aus Methyl-
naphthochinon das Ausgangsmaterial fiir die Seitenkette liefert [9]. Was
den Mechanismus der eigentlichen Alkylierungsreaktion des Chinon-
kernes angeht, war es in Analogie zum Aufbau des Squalens naheliegend
anzunehmen, dall dabei die Pyrophosphorsiureester des entsprechenden
Polyisoprenalkohols als aktive Reaktionsform der einzufithrenden Seiten-
kette beteiligt sein wiirden. Ein entsprechendes Schema war auch bereits
von L¥NEN [4] diskutiert worden. Mit Hilfe von hoch markiertem
Methylnaphthochinon und Leberhomogenat hzw. Fraktionen davon,
konnte die Richtigkeit dieses hypothetischen Schemas bewiesen
werden. Im Verlauf der Arbeit, in welcher unter anderem die Spezifitit
des beteiligten Enzymsystems untersucht werden mubBte, konnte dann
der wichtige Befund erhoben werden, dafi auch die Ubichinone nach dem
gleichen Schema wie das Vitamin I, aus dem 5,6-Dimethoxy-2-methyl-
benzochinon (,,U;”“) und Polyisoprenalkoholpyrophosphaten enzyma-
tisch in vitro aufgebaut werden kénnen. (Vorliufige Mitt. in [5].)

Experimenteller Teil
1. Synthese der Ausgangsverbindungen 8,8-Dimethylallylalkohal wurde durch
Lithiumaluminiumhydrid-Reduktion des pg,f-Dimethylacrylsiure-ithylesters er-
halten:
15 g §.f-Dimethylacrylsiure wurden mit alkoholischer Salzsiiure verestert: KP
des Athylesters: 154—155°, n* = 1,6735, Ausbeute 17 g.
IR: 1725, 1665, 1385, 1235 und 1150 em™2,

* Herrn Professor RicHarD KvEx zum 60. Geburtstag gewidmet.
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15 g (0.117 Mol) ,8-Dimethylacrylsiiureester wurden in 30 ml abs. ET.0 gelost
und zu 100 ml einer iitherischen Losung von LiAlH, langsam zugetropft. Es wurde
noch 15 min am RiickfluB gekocht, iiberschiissiges hA]Hl mit Essigester zersetzt
und 25 ml 2 n HCI zugefiigt. Die dtherische Losung sowie die dtherischen Auszuge
der mit Natriumsulfat gesittigten wiilirigen Phase wurden mit wenig 21 \'a,GO
Léosung sind Wasser gewaschen, fiber Na,SO, getrocknet. Frakt. Destillation des
Riickstandes gab 10g (0,116 Mol) §.-Dimethylalivlalkohol. EP 62°/22 mm,
7% =14375.

IR: 3400—3300, 1680. 1235, 1150 und 1000 em—2.

Phenylurethan: mp. 63—64°, Stibchen.

Farnesol wurde iiber das Acetat und den Phthalsiurehalbester gereinigt. K110
bis 1137/0.2 mm, n*° = 1,4875.

Gersnsl-geraniol wurde nach Ruzicksa u. Fieyesics [8] vom Nerolidol aas-
gehend fiber die Stufen Farnesylbromid, Geranyldehydrolinalool, Geranyl-linalscl,
Geransl-geranylbromid, Geranyl-geranyl-acetat und Geranyl-geranyl-phthalssare-
halbester synthetisiert. KP 154—158°/0,1—0,15 mm, 7** = 1.4965.

Phosphat- und Pyrophosphatester von f,8-Dimethylallylalkohol, Geraniol,
Farnesol, Geranyl-geraniol und Solanesol (Farnesyl-farnesyl-farnesol).

Die Darstellung der Phosphat- und Pyrophosphatester erfolgte in Anlehnung an
die Methoden von F. Crader u. Bomu [2]. 0,2 Mol Trifithylamin (wasserfrei) wnd
0,1 Mol krist. Phosphorsdure wurden im Minimum trockenen Acetonitrils mmter
Zugabevon2—3Tropfen Wasser

gelost und zu einer Losung von Tabelle 1
0,15 Mol Alkohol und 0.3 Mol pp.\yere (System n-PrOH:NHOH:H,0 6:3:1)
Trichloracetonitril unter kraf- aufsteigend, SS 2043b glatt

tigem Rihren unter Stickstoff
langsam zugetropft. Nachdem
etwa if; der Ditriathylammo-

?::fpi_mhpieh:zfo?aenerégglﬁ B,p-Dimethy lall\la]]\ohul 0,46 1

Phosphat- | Prrophos-

Alkohol ester | phatester

72
unter weiterem Zutropfen lang- ;::2:;2} g’;g
sam sbkiihlen gelassen. Dauer Geranyl-geraniol | 0:32

etwa 5 Std. Das Reaktions-
gemisch wurde iiber Nacht bei
Raumtemperatur stehengelassen, bei 40° ein Teil des Acetonitrils i. V. abgedampit,
die Phosphorsiureester nach Zugabe von Ather mit wenig Wasser extrahiert,
ie wiBrigen Bixtrakte mit Ather gewasohen und dann auf 1[,, des Volumens i, V.
eing . Bs worde mit 0,1 Mol Cyelohexylumin vérsetzs, und im Iigschrank
der Kristallisation {iberlassen. Wenig Aceton beschleunigte die Kristallisation.
Das Cyclohexylammoniumsalz des T\Ionophuuphorsnmeestera wurde abgesaugt,
das Filtrat zur Trockene i.V. bei 40° eingeengt, in wenig Wasser gelost
und mis einer 6 n Lithiumchloridldsung das Pyrophosphat ausgefiillt. Dieses wurde
mit wenig Aceton-Wasser 1:1 und Aceton gewaschen.

I .
IR~Spektra: —C=CH—: 1667 cm~'; Phosphatester: 1180 und 1050 em~;
Pyrophosphatester: 1250 und 1080 em—2.

Das 2-Methyl(2*C)-1.4-naphthochinon war von Harwell, England, bezogen.
AktivisEe: 0,1 mC in 12 mg Substanz.

2-Methyl(®H)-1,4-naphthochinon war von M. BiLLETER synthetisiert und zur
Verfiigung gestellt worden (vgl. vorstehende Mitteilung).
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Tritiummarkiertes 5,6-Dimethoxy-2-methyl-benzochinon: Das Chinon wurde
nach ANsrow, ASHLEY u. RAISTRICK [1] synthetisiert. Rote Nadeln, Fp. 58—59°,
Ampx265 mpu, log B = 4,15.

Diacetat des 5,6-Dimethoxy-2-methyl-dihydro-benzochinons: 214 mg (1,17
mMol) Chinon, 500 mg Zinkstaub, 5 ml Essigsiureanhydrid und 0,5 ml trockenes
Pyridin werden 15 min unter Riihren im siedenden Wasserhad erhitzt. Nach dem
Erkalten werden 50 ml Et,0 zugegeben, filtriert und iiberschiissizes Essigsiiure-
anhydrid mit 2 n HCI zersetzt. Die iitherische Losung wurde mit 5%, NaHCO, ge-
waschen, {iber Na,80, getrocknet und der Riickstand nach Abdampfen des Lisungs-
mittels in MeOH gelost und mit Aktivkohle behandelt. Ausbeute: 330 mg (1,15
mMol). Farblose glasige Substanz. Zmax 260 mu log £ = 1,2.

Bromierung des Diacetates des 5,6-Dimethoxy-2-methyl-dihydrobenzochinons:
330 mg (1,15 mMol) Diacetat wurden in 10 ml Tetrachlorkohlenstoff geldst, 245 mg
(1,30 mMel) N-Bromsuceinimid und 5 mg Dibenzoylperoxyd zugefiigt und 3/, Std
unter Riickflull gekocht. Nach &stindigem Stehen bei Zimmertemperatur wurde
vom ausgefallenen Succinimid abdekantiert, das Losungsmittel abdestilliert, der
Riickstand in Ather aufgenommen, mit Wasser mehrmals ausgewaschen und iiber
Na,S0, getrocknet. Riickstand: 327 mg (0,92 mMol). Leicht gelblich gefirbtes O

Zur Acetylbestimmung wurde das Bromid mit wasserfreiem Kaliumacetat in
Aceton in das Triacetat iiberfiihrt: 67 mg (0,207 mMol), 0,621 m Aquivalente
Essigsiiure.

n
20
o-
Gefunden: 124ml =3 CHS(“/
o

- 275 mg (0,78 mMol) Bromderivat wurden in 5 ml trockenem Dioxan mit 80 mg
Palladium-Mohr und 0.12 ml (0,85 mMol) Triithylamin katalytisch tritiiert. Theo-

retischer *H,-Verbrauch: 17,0 ml, gefunden: 17.2 ml.

Der Katalysator wurde iiber Celite abgesaugt, das Filtrat zur Trockene ein-
gedampft, in MeOH gelost und mit wenig Aktivkohle behandelt. Nach dem Fil-
trieren wurde mehrmals mit trockenem Methanol behandelt, um austauschbares
Tritium zu entfernen. Ausheunte: 220 mg (0,78 mMol) Diacetat.

190 mg (0,68 mMol) Diacetat wurden in 5 ml trockenem Ather gelost und eine
Losung von 120 mg LiAIH, in 20 ml Ather zugetropft. Nach 1 Std Kochen am Riick-
flul wurde iiberschiissiges LiAlH, mit Essigester zersetzt, mit HCl angesiiuert und
die wisserige Phase abgetrennt. Die iitherische Losung wurde mit je 3 ml H,0
dreimal gewaschen, iiber Na SO, getrocknet, filtriert und mit 400 mg Silberoxyd
3 Std gerithrt. Das Silberoxyd wurde abfiltriert und das rote Filtrat eingedampft.
Der Riickstand erstarrte zu kristallinen Nadeln. Ausbeute: 113 g (0,62 mMol),
mp. 58,

Das Chinon wurde bei 55—60° Olbadtemperatur und 0,1 mm Druck sublimiert.
Alktivitit: 10000 ey min, spezifische Aktivitit: 5 u C/uMol.

Toluchinon-*H wurde nach Uberfilhrung in das Diacetat unter den gleichen
Bedingungen bromiert und katalytisch tritiiert, wie fiir 5,6-Dimethoxy-2-methyl-
benzochinon beschrieben. Aktivitit: 35000 ¢/y min. Spezifische Aktivitat: 12 uC/
Mol

Trimethylbenzochinon wurde in Anlehnung an die fiir das 5.6-Dimethoxy-2-
methylbenzochinon gegebene Vorschrift mit Tritinm markiert. Aktivitat: 7000 c/y
min. Spezifische Aktivitdt: 3 uC/uMol.

5-Methoxy-2-methylbenzochinon wurde durch Thiele-Acetylierung von Tolu-
chinon, anschlieBende Verseifung und Methylierung nach Woopwagp et al. [10]

Theoretischer Verbrauch: NaOH 12,4 ml
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synthetisiert. Reduktive Acetylierung ergab das Diacetat in 85°/, Ausbeute, mp.
121°, Weiterverarbeitung wie unter 5,6-Dimethoxy-2-methylbenzochinon beschrie-
ben. Spezifische Aktivitit: 5 uC/uMol.

2, Yersuche in der Vitamin K,-Reihe. Bei den im folgenden beschrie-
benen Versuchen wurde sowohl *#C-markiertes 2-Methyl-1,4-naphtho-
chinon (104 Tmp/ug/min) wie ein in der Methylgruppe mit Tritium mar-
kiertes Chinon (7,5 - 10* Imp/ug/min) eingesetzt. Das Letztere erwies
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Abb.1. e ® Verteilungskurve des Lipidextraktes eines Ansatzes mit_ 2-Methyl-(** 0)-1,4-naphtho-

chinon 2,5x10~*m, Geranyl-geranyl-pyT 10~*m, Lebe ien eines K-armen

Huhnpes. Bildung von Vitamin Ka (ag) (K = 1,41) und Substanz ,,4" Kontrollansatz ohne

Geranyl-geranyl-pyrophosphat, nur Bildung von Substanz ,.4'; ©----0 Verteilungskurve des
Di-p-brombenzoates von Ka (en) aus Ansatz 1

sich, da in dieser Reihe nur relativ geringe Ausbeuten an alkyliertem
Chinon erhalten werden, als geeigneter. Die Inkubationsansiitze ent-
hielten das Methylnaphthochinon in 10-* molarer, die Pyrophosphatester
von Geraniol bzw. Farnesol oder Geranylgeraniol in 10~ molarer,
Ascorbinsiure ebenfalls in 10~ molarer Konzentration, dazu 0,1 m
Phosphatpuffer pg 7.4 und 4 - 10~° molares MgCl,.

Es sollen hier nicht alle von uns ausgefithrten Versuche beschrieben
werden, in denen zum Teil mit Vollhomogenat oder mit verschiedenen
Homogenatfraktionen gearbeitet worden war. Da die optimalen Bedin-
gungen fiir die enzymatische Synthese von Verbindungen der K,-Reihe
die gleichen sind wie fiir die Synthese der Ubichinone, kann hier auf die
diesbeziiglichen ausfiihrlichen Angaben verwiesen werden, die weiter
unten gegeben werden. Das Gleiche gilt beziiglich der Aufarbeitung und
Auswertung der Versuche. Die Synthese von Vitaminen der K,-Reihe
1aBt sich am besten demonstrieren mit Mitochondrien aus Lebern Vit-
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amin K-frei erniihrter Hiihner (Gerinnungszeit ca.45—60 min). Die Bil-
dung des Vitamin Ks(15) wurde weiterhin mit Lebermitochondrien einer
Ratte beobachtet, die durch Unterbindung des Gallenganges Vitamin
K-arm gemacht worden war (Dauer 8 Tage). Mit Lebermitochondrien
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Abb.2a. Verteilungskurvender Lipidextrakie von zwel Ansitzen mit I Farnesylpyrophosphat 10— m,

. e 2 Geranylpyrophosphat 10~*m, ©----o. Beide Ansitze 2-Methyl-(*C)-1.4-naphtho-

chinon 10~* m und Lebermifochondrien eines K-armen Huhmes. Bildung vonVitamin Ky ¢y (K =0,63),

Vitamin Kzqp) (K = 1,0), Vitamin Kgg) (Schulter bei Fraktion 20—21) und Substanz , A"

Abb.2b. Verteilungskurven der radioaktiven Di-p-brombenzoate gewonnen aus den Maximumsfrak-

tionen von 1 ©----0 und 2 e », Verteilungskurve von authentischen Di-p-brombenzoat des
Vitamin Kq (5 --~---~ . Extinktionsmessung

normaler Ratten gelang der gleiche Versuch nur mit Hilfe des hoch-
markierten 2-Methyl (3H)-1,4-naphthochinon, da das Ausmaf der Syn-
these in diesem Falle so gering ist, dal es sich mit dem weniger , heiBlen‘’
14C.marlkierten Naphthochinon nicht mehr verfolgen lie. Die Abb.1 und 2
zeigen reprisentative Beispiele fiir die Synthese der Vitamine Koy, (13)
und (20y.
Bei den hier beschriebenen Versuchen konnte neben der Bildung
_des dem zugesetzten Polyisoprenalkoholpyrophosphat entsprechenden
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K,-Vitamines stets noch das Auftreten einer weiteren Substanz ,,A*“beob-
achtet werden, die wesentlich stirker lipophil sein muBte (Verteilungs-
Maximum bei Element 31—32 der 35stufigen Verteilung). Die nahe-
liegende Vermutung, dafl diese unbekannte Verbindung ein K,-Vitamin
mit einer langen Seitenkette von etwa 50-C-Atomen, wie sie das Ubi-
chinon besitzt, darstellt, konnte leicht bestitigt werden. Hierfiir stand
allerdings nur ein K,-Vitamin mit einer um eine Isopreneinheit kiirzeren
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Abb.3. ® ® Verteilungskurve der Substanz ,, A" (Ahb "n) Fraktion 30—35 nach reduktiver

Acetylierung. ®----® Verteil kurve von au m Diacetat von Vitamin Ka (g5,
Extinktionsmessung. Die Verschiebung cnzsprlcht einer Differenz von einem Isoprenrest

Seitenkette zur Verfiigung (Kaus)). Der Vergleich mit dieser authen-
tischen Substanz vor und nach reduktiver Acetylierung zeigt indessen
mit geniigender Deutlichkeit, daB bei den Inkubationsversiichen das
zugesetzte Methylnaphthochinon eine in den Mitochondrien sicherlich
fiir die Synthese des Ubichinons bereitgestellte Seitenkette mit 50 Koh-
lenstoffatomen ,,abgefangen‘‘ hatte. Die Versuche iiber den Mechanismus
der Einfithrung von Seitenketten wurden daher auf die Ubichinonreihe
ausgedehnt.

3. Synthesen in der Ubichinonreihe. Die Synthese der Ubichinone
aus dem 5,6-Dimethoxy-2-methyl-1,4-benzochinon erfolgt mit viel
hoherer Ausbeute als diejenige der K,-Vitamine aus dem Methyl-
naphthochinon (ca. 25—309/, der eingesetzten Radioaktivitiit d. h. des
Chinonkernes finden sich im Alkylierungsprodukt). Da beide Prozesse
offenbar ganz analog verlaufen, maglicherweise mit dem gleichen Enzym-
system, wurden eingehendere Untersuchungen iiber den Verlauf des-
selben, die optimalen Bedingungen etc. nur in der Ubichinonreihe durch-
gefiihrt.

Biochem. Z., Bd. 333 30
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‘Wir beschreiben zunichst einen Versuch, der zeigen sollte, in welcher
Zellfraktion sich das die Reaktion ausfithrende Enzymsystem befindet.

Zwei Rattenlebern (Wistar-Ratten) wurden in neun Volumen 0,25 n Saccharose-
lésung 2 min im Potter-Elvehjem homogenisiert, iiber das gleiche Volumen 0,34
molare Saccharoseldsung geschichtet und bei 700 - g (10 min) Zellkerne und Detritus
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde bei 7000 + g 10 min zentrifugiert und die sedi-
mentierten Mitochondrien zweimal mit 0,25 m Saccharoseldsung gewaschen. Der
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Abb. 4, Verteilungskurven von drei Ansitzen, jeder enthielt 5,6-Dimethoxy-2-methyl(*H)-1,4-
‘benzochinon 10~*m und Farnesyipyrophosphat 10~*m. Ansatz I mit Rattenlebermitochondrien
® ®; 2 mit Mikrosomen ©----0; § mit dem Uberstand ------ Verteilungskurve von
authentischem Ubichinon [8] ® ----®

Uberstand hiervon wurde bei 30000 - g 45 min lang zentrifugiert, und die abgetrenn-
ten Mikrosomen zweimal mit je 5 ml 0,25 n Saccharose gewaschen.

Die Partikel-Fraktionen (Mitochondrien und Mikrosomen) wurden in 0,1m
Kaliumphosphatpuffer pg 7,4 suspendiert. Der Proteingehalt der Mitochondrien-
fraktion war 34 mg/ml, der Mikrosomenfraktion 20 mg/ml.

Jeder Ansatz enthielt 5,6-Dimethoxy-2-methylbenzochinon in 10—
molarer, Farnesylpyrophosphat (Lithiumsalz) in 10-% molarer, Ascorbin-
siiure in 10-* molarer und Magnesiumchlorid in 4 - 10-% molarer Konzen-
tration. Inkubationsdauer bei 37° 2 Std. Das Inkubat wurde dann
lyophilisiert, mit Methanol-Chloroform (1:2) bei Zimmertemperatur
durch Homogenisieren mit einem Ultra Turrax zweimal extrahiert und
zentrifugiert. Der Uberstand wurde zur Trockene bei 30—40° im Vakuum
eingedampft, der Riickstand in Ather aufgenommen, die dtherische
Lasung konzentriert, Phosphatide mit Aceton ausgefallt und der Uber-
stand erneut eingedampft. Der in Petrolither losliche Teil wurde dann
im System n-Heptan-Methylglykol der Gegenstromverteilung unter-
worfen. Abb.4 zeigt das Verteilungsdiagramm der aus den drei Zell-
fralctionen extrahierten radioaktiven Substanzen. Als Vergleichssubstanz
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wurde inaktives Ubichinon 15-C (5,6-Dimethoxy-2-methyl-3-farnesyl-
benzochinon) mitverteilt, um die Lage von Radioaktivitits- und
Extinktionsmaximum vergleichen zu kénnen.

4. Identifizierung der Reaktionsprodukte (Ubichinone und K-Vitamine). Die
Gegenstromverteilung nach Crate im System n-Heptan/Methylglykol bot sich fiir
die vorliegenden Untersuchungen sowohl fiir die Reinigung als auch Identifizierung
der Reaktionsprodulkte wiederum als Methode der Wahl an. Wie aus Tab.2 hervor-
geht, sind die Unterschiede der Verteilungskoeffizienten der sich durch eine Isopren-
einheit unterscheidenden K,-Verbindungen und Ubichinone hinreichend grofl, um
eine eindeutige Trennung nach einer Verteilung iiber 35 respektive 50 oder 60 Stufen
herbeizufiihren.

Tabelle 2
Vertellungskoeffizienten (K) in der
Vitnmine K.-Reihe Chinone | Bis-p-Brombenzoate } Diacetate
E,-10-C 063 | 0,35 P £
15-C 1,00 0,63 | -
20-C 141 0,89 0,37
45-C 4,85 | — ‘ 1,35
Ubichinon-Reihe Chinone | Diacetate |
s 0,17 | = T
5-C 0,37 ‘ - ‘
10-C 0,52 =
15.C 0,71 0.43
20-C 090 | 0.56 \
Phytyl 1,59 =
30-C 1,59 | — \
45-C 4,30 1,80 |
50-C 78 | 2,33 \

In der Verteilung blieben nicht umgesetztes Chinon sowie noch nicht identi-
fizierte stark hydrophile Derivate (Glucuronide, Sulfate, Phosphate?) wegen der
kleinen K-Werte fast stationiir, wiihrend die durch die Einfiithrung der Seitenkette
lipophil werdenden Reaktionsprodukte weiter wanderten. Mit den radioaktiven
Substanzen wurden gleichzeitiz 5—10 mg des inaktiven authentischen Vitamines
oder Ubichinons verteilt, das als Reaktionsprodukt erwartet wurde. Dadurch wurde
neben dem Maximum der Radioaktivitit ein solches der Extinktion erhalten, dessen
K-Werte identisch sein muBten. Zuniichst wurden die Phasenlésungsmittel jedes
Elementes abgedampft, die Extinktion bei der fiir die Chinone charakteristischen
Wellenlinge in Iscoctan gemessen, das Isooctan wiederum abgedampft und dann
nach Zugabe der Scintillationslosung [0,03°%, Diphenyloxazol (PPO) in Toluol] die
Aktivitdt im Tricarb-Liquid-Seintillation Counter gemessen. Zur Uberfiihrung in
geeignete Derivate wie der Bis-p-Brombenzoate oder Diacetate wurden die Frak-
tionen unter den Maxima vereinigt, eingedampft und der Scintillator durch Chroma-
tographie an Alox Aktivitatsstufe ITI (6—7°/, Wasser) mit Petrolither und Petrol-
iither-Ather (5°/,) abgetrennt. Die Aktivitiit erschien im Eluat zusammen mit der als
scharfe Bande wandernden Testsubstanz. Dieser Reinigungsschritt versagte im
Falle der K,-45-C oder 50-C und Ubichinone 45 und 50-C. Jedoch stellte sich heraus,
dafBl das PPO bei der reduktiven Acetylierung (mit Zinkstaub-Essigsiureanhydrid-

30*
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Pyridin) oder reduktiven Benzoylierung (mit Natriumdithionit und p-Brombenzoyl-
chlorid unter Schotten-Baumann-Bedingungen) nicht storte, Die Derivate wurden
erncut nach dem Gegenstromverfahren verteilt und Extinktion und Radionlctivitit
wie beschrieben bestimmt. Die Verteilungskoeffizienten der Derivate sind in Tab.2
eingefiigt,
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Abb.5a. Analoger Ansatz wie in Abb. 6a nur mit Solanesylpyrophosnhat an Stelle von Farnesylpyro-

phosp! ®——» Radioakiive Vertellungskurve. Bildung von Ubichinon [45] (K = 4.30) und
hinon [50] (K = 7,85). ——— Verteilungskurve von aufhentischem Ubichinon 45]
Abb.5b. ® *® Vertellungskurve der Diacetate aus Frakiion 24—35, © © Vertellungs-
kurve von authentischem Diacetat des Ubichi: [45]. Extinkti

Wie die repriisentativen Beispiele in den Abb.4, 5 und 6 zeigen, treten
alle untersuchten Pyrophosphatester unter Einwirkung des Mitochon-
drienenzymes mit dem ,,Ubichinon (0)* in Reaktion. Bei Anwendung
von Farnesyl-pyrophosphat ist neben der Bildung des Ubichinon [15] mit
der Farnesylseitenkette das Auftreten von etwas Ubichinon [20] bemer-
kenswert. Offenbar findet hier wie in den analogen Versuchen in der
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Vitamin K,-Reihe eine Kettenverlingerung des Farnesols statt. Entspre-
chendes scheint auch beim Einsatz von Solanesylpyrophosphat der Fall
zu sein, nimlich Bildung von etwas Ubichinon [50] neben Ubichinon [45].
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Abb.6a. e——e Verteilungskurve des Lipidextraktes eines Ansatzes mit 5,06-Dimethoxy-2-

methyl(*H)-1,4-benzochinon  10~*m, Geranyl-geranyl-pyrophosphat 10-"m, Rattenlebermito-
chondrien. Bildung von Ubichinon [20] und Ubichinon [45 u. 50] (rechte Teilkurve)
Abb.CL. ® ® Verteilungskurve des radioaktiven Dincetates aus Fraktion 10—20 der Vertei-
lung von Abb.Ga. © —— 0 Verteillungskurve von authentischem Diacetat des Ubichinon [20].
Extinktionsmessung

- Es war von besonderem Interesse zu sehen, ob eine analoge Konden-
sationsreaktion auch mit Phytylpyrophosphat ablauft. Entsprechende
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Versuche wurden sowohl mit Methylnaphthochinon wie mit Dimethoxy-
methylbenzochinon als Alkylacceptoren durchgefiihrt. Das Resultat war
in beiden Fillen das gleiche: Es trat keine Reaktion ein. Wir beschrinken
uns deshalb auf die Wiedergabe nur eines Versuches (Abb.7). Die Zu-
sammensetzung des Versuchsansatzes war die iibliche, Volumen 10 ml,
Rattenlebermitochondrien 28 mg Protein/ml,

Von Interesse war weiterhin festzustellen, welchen Einfluf der Redox-
zustand des Chinones auf die Kondensationsreaktion ausiibt. Es wurden
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Abb.7.® * Verteilangskurve des Lipidextraktes eines Ansatzes mit 5,6-Dimethoxy-2-methyl-
(*H)-1,4-benzochinon 10~*m und Phytylpyrophosphat 102 m Rattenlebermitochondrien;
® ——s Vertellungskurve von anthentischem 5.6-Dimethoxy-2-methyl-3-phytyl-1,4-benzochinon

Extinktionsmessung

deshalb Versuche durchgefithrt mit Tritium-markiertem 5,6-Dimethoxy-
2-methyl-1,4-benzohydrochinon, das durch Redultion mit Natrium-
borhydrid in wilrig-alkoholischer Lasung hergestellt worden war. Die
Ausbeuten an aktivem Reaktionsprodukt lagen in der gleichen GréBen-
ordnung wie bei Verwendung des Chinones. Man wird wohl mit der
Annahme nicht fehlgehen, daB das Chinon itberhaupt nicht als solches,
sondern erst nach Reduktion zum Hydrochinon in Reaktion tritt.

Weitere orientierende Versuche betrafen die Frage, ob das die Ein-
fithrung der Allcylgruppen bewerkstelligende Enzym sich in aktiver Form
in Losung bringen laft. Zu diesem Zweck wurde eine Mitochondrien-
suspension (10 ml, 28 mg Protein/ml) 35 min lang mit einem 9 KC-
Raytheon Sonic Oscillator beschallt, und die nicht aufgeschlossenen Mito-
chondrien bei 10—12000 - g abzentrifugiert. Abb.8 zeigt das Ergebnis
von Parallelansitzen mit intakten und aufgeschlossenen Mitochondrien
(Konzentration der Reaktionspartner wie iiblich). Die Menge des erhal-
tenen, aktiven Reaktionsproduktes ist in beiden Fillen gleich.

Stellt man aus Lebermitochondrien dagegen ein Acetontrockenpripa-
rat her, so geht die enzymatische Aktivitiit durch diese Behandlung voll-
stiandig verloren (Abb.8).
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Als einen Beitrag zur Frage der Substratspezifitit des allcylierenden
Enzymes in bezug auf den Chinonpartner méchten wir noch orientierende
Versuche erwithnen, in welchen Toluchinon, Trimethylbenzochinon und
5-Methoxy-2-methyl-1,4-benzochinon, alle in einer Methylgruppe mit
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Abb.8. Verteilungskurven von Ansiitzen mit 5,6-Dimethoxy-2-methyl(® H)-1,4-benzochinon 10~ *m
und Farnesylpyrophosphat 10~*m. ® satz mit intakten Mitochondrien (Ratie); © — —©
Ansatz mwit beschallten Mitochondrien; -« «-«-- Ansatz mit Aceton-getrockneten Mitochondrien

Tritium markiert, zusammen mit Farnesyl-pyrophosphat und Leber-
mitochondrien inkubiert wurden. In Reaktion trat hierbei lediglich das
5.Methoxy-2-methylbenzochinon.

Diskussion
Die Ergebnisse der im Vorstehenden beschriebenen Versuche zeigen,
daB sowohl die Synthese der Vitamine der K,-Reihe wie diejenige der
TUbichinone im Tierkérper nach dem gleichen Reaktionsschema erfolgt:
O0H OH

| CHs CHS
Y\\/ 0P, 0.~ [0: SR s CH,
(B et *é; I — |
/\C‘//\H H,—CH=C—B // \CH, —CH =C—R 4 HP,0;*-
OH OH

Tm Falle des K,-Vitamines wird, wie in der vorhergehenden Mitteilung
gezeigt werden konnte, das fiir diese Reaktionen benétigte in 3-Stellung
unsubstituierte Chinon durch Spaltung des Phyllochinons gewonnen
sofern es nicht als Produkt chemischer Synthese dem Korper angeboten
wird. ITm Falle der Ubichinone ist der Tierkérper bekanntlich in der
Lage, das in 3-Stellung unsubstituierte 5,6-Dimethoxy-2-methyl-1,4-
benzochinon (,,Ubichinon 0°) selbst zu synthetisieren; die Ubichinone
sind daher keine Vitamine. Davon abgesehen weist die Gleichheit im
Mechanismus des weiteren Aufbaus beider Stoffklassen auf eine nahe
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Verwandtschaft derselben hin. Die Frage allerdings, ob das Enzym oder
Enzymsystem, welches die Einfiihrung der Seitenketten unter Abspal-
tung von Pyrophosphat katalysiert, in beiden Fillen dasselbe ist oder oh
zwei verschiedene Enzyme existieren, muBl vorliufiz noch offen bleiben.
Orientierende Versuche zur Klirung dieser Frage haben bisher noch zu
keinem Ergebnis gefithrt. Bemerkenswert ist in beiden Fillen die wenig
ausgesprochene Spezifitit in bezug auf die Kettenlinge der eingesetzten
Polyisoprenpyrophosphate, desgleichen die interessante Tatsache, daB
Phytolpyrophosphat mit keinem der beiden Alkylacceptoren in Realktion
tritt. Beziiglich der Konstitution des zweiten Partners weisen die Ver-
suche auf eine etwas héhere Spezifitit hin, da weder Trimethyl- noch
Monomethylbenzochinon unter unseren Versuchsbedingungen in Reak-
tion traten. Der Ersatz der Methoxygruppe in Stellung 6 durch Wasser-
stoff ist dagegen ohne entscheidenden Einfluf auf die Fihigkeit zur
Kondensation.

Von Bedeutung ist weiterhin die Tatsache, daB die Synthese der
Ubichinone wesentlich leichter, d. h. mit besserer Ausbeute erfolgt als
diejenige der K,-Vitamine. In letzterem Falle ist sie mit Mitochondrien
von normalen Ratten nur schwierig nachzuweisen. Das kénnte moglicher-
weise bedeuten, daB die Alkylierungsreaktion bei diesen Tieren itberhaupt
keine groBe Rolle spielt. Vielleicht wird der Vitamin K-Bedarf bei der
Ratte und dann wohl auch bei anderen Siugetieren im wesentlichen
durch die von den Intestinalbakterien synthetisierten K,-Vitamine
gedeckt. Man wiirde dann zur Annahme gefiihrt, daf} diese unverindert,
d. h. ohne Abspaltung und Austausch der Seitenkette vom Korper ein-
gebaut werden, was (vgl. die vorhergehende Mitteilung) im Falle des
Phyllochinons ja nicht der Fall ist. Wie zu erwarten, verliuft die Syn-
these der K-Vitamine mit Mitochondrien aus Hithnerlebern wesentlich
besser; wir hatten den Eindruck, daB sie dann besonders ergiebig ist,
wenn die Tiere durch lingere Fiitterung mit K-freiem Futter weitgehend
Vitamin-frei gemacht waren. Entsprechendes scheint auch fiir die Ratte
zu gelten (vgl. S. 444). Es wiirde das méglicherweise bedeuten, daB das
AusmaB der Synthese des Vitamin K, durch den Bedarf des Korpers an
diesem Wirkstoff geregelt und die Bildung dann gestoppt wiirde, wenn
alle in den Mitochondrien dafiir zweifellos vorgesehenen Bindungsorte
besetzt sind. DaB die Bildung der Ubichinone demgegeniiber wesentlich
ergiebiger verlduft, erscheint nicht iiberraschend, da die Konzentration
desselben in der Zelle ein Vielfaches von der des Vitamin K, betrigt [3].

Dem Schweizerischen Nationalfonds danken wir fiir die finanzielle Unterstiitzung
dieser Arbeit. Fiir die Gewiihrung eines Stipendiums an den einen von uns (W.
STOFFEL) sprechen wir der deutschen Forschungsgemeinschaft unseren besten
Dank aus.
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Zusammenfassung

Die Vitamine der K,-Reihe und die Ubichinone kénnen enzymatiseh
gebildet werden durch eine unter Abspaltung von Pyrophosphat ver-
laufende Kondensationsreaktion zwischen Methylnaphthochinon bzw.
5,6-Dimethoxy-2-methylbenzochinon und den Pyrophosphorséureestern
von Polyisoprenalkoholen.

Das Fermentsystem ist in der Mitochondrienfraktion lokalisiert,
kann aber durch Beschallen in Lésung gebracht werden.

Summary

The vitamins of the K, series as well as the ubiquinones can be formed
enzymatically by a condensation reaction between methyl naphtho-
quinone or 5,6-dimethoxy 2-methyl benzoquinone and the pyrophos-
phate esters of poly isoprenoid aleohols. Pyrophosphate is split off during
this reaction. The enzyme system is localized in the mitochondrial frac-
tion; it can be solubilized, however, by sonication.
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