UNTERSUCHUNGEN ZUR BIOGENESE
DES

PROTOANEMONINS

Inaugural-Dissertation
Zur
Erlangung des Doktorgrades
der
Hohen Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat
der
Rheinischen Friedrich-Wilhelms-~-Universitat
zu

Bonn

vorgelegt wvon

Wolfgang Wirth
aus

Unkel/Rhein

1980



Angefertigt mit Genehmigung der
Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat

der Universitat Bonn

Referent: Professor Dr. R. Tschesche

Korreferent: Professor Dr. E. Breitmaier



Die vorliegende Arbeit wurde in der Zeit von Oktober 1977
bis Dezember 1979 im Institut fiur Organische Chemie und
Biochemie der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitat
Bonn unter der Leitung von Herrn Professor Dr. R. Tschesche

durchgefihrt.

Meinem verehrten Lehrer,

Herrn Professor Dr. Rudolf Tschesche

danke ich fir seine freundliche Unterstiitzung und sein
stetes Interesse an dieser Arbeit.
Desgleichen danke ich Herrn Prof. Dr. Breitmaier fiir

die Ubernahme des Zweitreferates.



INHALTSVERZEICHNIS

ZUSAMMENFASSUNG
EINLEITUNG

THEORETISCHER TEIL
Protoanemonin/Anemonin
Vorkommen
Strukturaufklarung
Synthese

Wirksamkeit und Bedeutung
Glucosidische Vorstufen

Friihere Arbeiten zur Biogenese
Protoanemoninbiogenese
Metabolismus der 5-Hydroxylavulinsaure

Metabolismus der Q,S—Dioxovalerianséure

Zielsetzung der eigenen Experimente
Biogenetische Prioritat der 5-Hydroxy-
lavulinsaure

Stiitze fiir ein genuines Hydroxylglucosid
Biogenese dér 5-Hydroxylavulinsaure in

hoheren Pflanzen
Protoanemoninabbau
Synthesen

Methoden

Allgemeines
Tracertechnik
Anwendungsmoglichkeiten

Fehlerbetrachtung, MeBzeitoptimierung

EXPERIMENTELLER TEIL
Allgemeine Angaben

Synthetische Arbeiten

(O] B} RN R B |

O o

11

19
19
21
26

28
28

30
30

32
3h
4o
ko
41
43
Lk

48
48

51



492010

h.2.2.

h.2.2.1.
bh,2.,2.2,
h,2.2.3,

h,2.2.4,
bh.2.2.5.

b,2.2.6.
h,2.2.7.
4,2.,2.8,
4.2.2.9.
h,2.3.
ho2.k,
b.3.
b.3.1.
b.3.2.
b.3.2.1.
b.3.2.2.
h,.3.2.3.
4.3.3.
bo3.3.1.
4.3.3.2.
4,3.3.3.

403.4.
b,3.4.1,

h,3.4,.2,

h.3.4,.3,

Synthesen von Ausgangs- und Vergleichs-
substanzen

5-Hydroxy[1a14C]15vulinséure
a~-Benzyloxyessigsaureethylester
4-Benzyloxyacetessigsdureethylester
4.Benzyloxyacetessigsidureethylester-
ethylenacetal
1-Benzyloxy-4-hydroxy-2-butanon-
ethylenacetal
1-Benzyloxy-4-(p-toluolsulfonyl)-2-butanon-
ethylenacetal
1-Benzyloxy-4-brom-2-butanon-ethylenacetal
S—Benzyloxyxl-igc}lévulinséure~ethylenacetal
5«Benzyloxy[1—140]1évu1inséure

5-Hydroxy[1~14C]lévulinséure
40]

5—Hydroxy[4—1 lavulinsaure

4,5—Dioxo{1-146]1évu11nséure
Einbauversuche
Pflanzenexperimente
Aufarbeitungen

Anemonin, Ranuncosid, Ranunculosid
Ranunculin, Isoranunculin
Protoanemonin

Abbau des Silbervalerats

:C=1 bisg C=3 des Silbervalerats

C-4 und C-5 des Silbervalerats

Bestimmung von C in Bariumcarbonat

Ergebnisse der Applikationen
Applikation von 5~Hydroxy[1—14C]lévulinséure,
Zielprodukte: Ranuncosid, Ranunculosid,
Ranuncosidhydrolyse
Applikation von 5—Hydroxy[1—140}1évulinséures
Zielprodukte: Ranunculin, Isoranunculin
Applikation wvon 5~Hydroxy[1~14C]1évulinséure,

Zielprodukt: Anemonin

51
57
57

57
58

59

59

77

78



b,3.h.4.

4-3-’[&950

b.3.4.6.

Loz, bh.7.

4;304{:985

k.3.4.9.

4.3,4,10.

L,3.4,11.

4,3, 4,12,

4L,
hoh,1,
b h,2,

lfclf:azo

Applikation von B—Hydroxy[1-140]lévulinséure,
Zielprodukt: Protocanemonin

Applikation von S—Hydroxy[%—140}lévulinséure,
Zielprodukt: Protoanemonin

Applikation von S—Benzyloxy[1—14C}1évulinat,
Natriumsalz, Zielprodukt: Protoanemonin
Applikation von Natrium[Z—lQC]glyoxylat,
Zielprodukt: Protoanemonin

Applikation von Natrium{l—iéc]glyoxylat,
Zielprodukt: Protoanemonin
Applikation von Natrium-d,—ketob—i4
Zielprodukt: Protoanemonin

14C]

Applikation von [1,5» Citronensauremono-
hydrat, Zielprodukt: Protoanemonin
Applikation von 5~Amino[4~14C]1évulinséure—

hydrochlorid, Zielprodukt: Protoanemonin

Applikation von Q,S—Dioxo[1~1gC]Va1erianséure,

Zielprodukt: Protoanemonin

Diskussion der Ergebnisse

Einbauversuche in die glucosidischen Vorstufen

Loy

Einbauversuch mit Natrium-5-benzyloxy[1-
ldvulinat
Einbauversuche zur Biosynthese der 5-Hydroxy-

lavulinsdure in hsheren Pflahzen
LITERATURVERZEICHNIS

LEBENSLAUF

C}glutarat,

79

79

80

81

81

82

83

84

86
86

103



1.

ZUSAMMENFASSUNG

Meine Untersuchungen zur Biosynthese des Protoanemonins

und seiner glucosidischen Vorstufen mit Hilfe 14C-markierter

Precursor erstreckten sich auf

1)

po
p—

Zu

den experimentellen Beweis filir die biogenetische

Prioritat der 5-Hydroxylavulinsdure,

die Stutzung der Annahme, dafl ein Hydroxylglucosid

der Saure durchlaufen wird,

1

die Entstehung der 5-Hydroxylavulinsdure in hoheren

Pflanzen.

1)

Es wurde B—Hydroxy[i—lgc}— und [4—14C]1évulinséure
synthetisiert und an Helleborus foetidus~-Pflanzen
appliziert. Durch Wasserdampfdestillation oder
Gefriertrocknung gewonnenes Protoanemonin war radio-

P

UG St 2 }
0310T

aktiv. Der vollstandige Abbau des Anti ikums
ergab die in 1- und 4-Stellung erwartete Markierung.
Die Sdure wurde auBerdem von allen angebotenen

Precursorn am besten verwertet.

Die Aufarbeitung des Pflanzenmaterials mit ver=-
dinnter Salzsdure ergab radiocaktives Ranunculin

und Isoranunculin, die Extraktion mit wassrigem
Aceton lieferte markiertes Ranuncosid und Ranunculo-
sid, wenn S—Hydroxy{1—146]1évulinséure appliziert

wurde .

Die saure Ranuncosidhydrolyse zu D-Glucose und
5-Hydroxylavulinsaure zeigte, daB fast die gesamte
inkorporierte Markierung im Aglykon des Inhalits-~
stoffes vorhanden war. Ein Katabolismus der 5-Hydroxy-
lavulinsdure kann demzufolge in hoheren Pflanzen

nur untergeordnete Bedeutung haben.



zu 2)

Der Einbauversuch mit S-Benzyloxy{l—iéC]1évu1inat
ergab eine verglichen mit der Verbindung mit freier
Hydroxylfunktion geringere Einbaurate fiur Proto-
anemonin. Es ist daher wahrscheinlich, daB ein
5-Hydroxylglucosid der 5-Hydroxylavulinsdure durch-
laufen wird. Dies wird indirekt auch durch die
Struktur der vier Glucoside deutlich, deren Bildung
nur ausgehend von einem 5-Hydroxylglucosid (Ranuncu-
lin, Ranuncosid, Ranunculosid) bzw. einem 4-Hydroxyl-
glucosid {(Isoranunculin) formuliert werden kann.
Einbauversuche mit verschiedenen 14C-markierten
Primdrmetaboliten, wie [1- Glyoxylat, [2-140}
140]Q—Ketoglutarat, [1,5-1 C]Citrat,

140} Gly-

oxylat, [5—
. 14 .. N . 14

5-Amino [4-""C]ldvulinsdure und 4,5-Dioxo[1-" C Jvale-

11:%(:}

riansdure (durch Oxidation von 5-Hydroxy[1- lavu-
linsadure synthetisiert) legen nahe, daB die 5-Hydroxy-
iavulinsaure in hoheren Pflanzen durch eine neue,
einstufige Reduktion des C-Atoms 1 des o-Ketoglutarats
entsteht. Andeére, aus der Literatur bekannte Bio-
synthesemoglichkeiten wurden ausfihrlich diskutiert
und experimentell itberprift, sie kommen aufgrund

der Applikationsergebnisse aber nicht in Betracht.



2. EINLEITUNG

Protoanemonin (1) ist ein leicht fliichtiger, pflanzlicher
Scharfstoff, der bei der normalen Transpiration, besonders
aber bei der Verletzung des Gewebes von Vertretern der
HahnenfuBgewidchse (Ranunculaceae) abgegeben wird. In Wasser-
dampf- oder Gefriertrocknungsdestillaten des frischen
Pflanzenmaterials wird es in groBerer Menge vorgefunden.
LapBt man die Destillate einige Zeit stehen, so scheiden

sich Festkdrper aus. Ndhere Untersuchungen ergaben1°2’3’4),
daB es sich hierbei neben polymerem hauptsachlich um
dimeres Protoanemonin handelte. Heyer, der die Verbindung
erstmals 1780 aus Anemone pulsatilla (Kuh- oder Kiichen-

schelle) erhalten hatte, gab ihr den Namen Anemonin (é)S):

2 Hzc//\T/\o - /\}/ P

1 ° 2

Die Frage, in welcher stabilen und unschadlichen Form der
Hemmstoff 1, der neben haut- und augenreizenden Wirkungen
vor allem antibiotische Aktivitat gegeniiber grampositiven
wie gramnegativen Mikroorganismen besitzt, in den Pflan-
zenzellen vorliegt, interessierte Hill und wvan Heyningen6).
Nach Enzyminaktivierung mit Mineralsaure gelang es ihnen,
kristallines Ranunculin (3) zu isolieren. Weiterhin stellten
sie fest, daB das Glucosid 3 bei Wasserdampfdestillation

oder bei Behandlung mit Basen in D-Glucose und das aktive

Prinzip (1) zerfdllt:

CH,OH —
HO% H\[XO M A -+ D-Glucose
HO OCHs~ H,C 0
oH 2 o 2 0

Ho

1



Im Rahmen der in unserem Institut durchgefihrten Neu-
untersuchung von Glykosiden mit lacton~bildendem Aglykon
wurde nach der von Hill et al. beschriebenen Aufarbeitung
neben Ranunculin (3) das strukturisomere Sechsringlacton
Isoranunculin (4) isoliert. Eine schonende Extraktion der
Bliiten von Helleborus foetidus L. (Stinkende Nieswurz) mit
wassrigem Aceton ergab schlieflich zwei meuartige Gluco-
side, die Ranuncosid (5) und Ranunculosid (6) benannt

wurden

% HO H
0= c CHy~CHyC— CH50

0 \W % /o
0— CHZ % CHZ CH —=

H

O

HOH,C
3 6

Die vier antibiotisch unwirksamen Glucoside é-é weisen

als gemeinsames Strukturelement im Aglykon ein CS—Carbon—
sdure auf, die am C-4 und C-5 funktionalisiert ist. Im
cyclischen Dimeren Ranunculosid (é) erweist sich die Saure
als 5-Hydroxylavulinsaure (5-Hydroxy-4-ketovaleriansaure,
Abk.: HKV), aber auch die Bildung der iibrigen drei Gluco-
side kann man ausgehend von einer glucosylierten HKV

8,9)

formulieren In der vorliegenden Arbeit soll daher
mit Hilfe der Tracertechnik untersucht werden, ob der
5-Hydroxylavulinsaure eine Schlisselstellung bei der
Protoanemoninbiogenese zukommt und wie sie gegebenenfalls

in hoheren Pflanzen entstehtlo).



B THECRETISCHER TEIL

3.1. Protoanemonin/Anemonin

5.1.1. Vorkommen

Protoanemonin bzw. protoanemoninliefernde Verbindungen
wurden bisher in etwa 65 Arten der in den nérdlichen,
extratropischen Gebieten weit verbreiteten Familie der
HahnenfuBbgewidchse (Ranunculaceae) nachgewiesenio’li)e
Diese verteilen sich besonders auf die Gattungen Anemone,
Clematis, Ranunculus und Helleborus. Einzelne Helleborus-

Arten enthalten wdahrend der Bliute extrem viel Ranunculin.

Hier sei erwahnt, daf Helleborus-Pflanzen bereits im
alten Griechenland ("Elleboros melas!") therapeutisch

angewendet wurden. Es wurden sogar Helleboruskuren

sich narrisch benahm,

durchgefiithrt; ein Mensch,

-

~ I

e
wurde '"Helleborus! genannt 2 » Im Mittelalter verwendete

Paracelsus die getrockneten Blatter der Christrose
(Helleborus niger L.) als GeriatrikumlB). Die Wirkung
der Nieswurzarten als Heilpflanzen ist jedoch sicher
nicht auf den Gehalt an protoanemoninliefernden Verbin-

dungen, sondern auf die herzwirksamen Steroidglykoside

Hellebrin, Strophantin u.a. zurickzufihren.

3.1.2. Strukturaufklarung

Die Strukturaufklarung des oligen Scharfstoffs 1 und

seines gut kristallisierenden Dimeren Anemonin 2 wurde

2) 3) L ,o1k)

von Beckurts ~, Meyer und Asahina , der eine Viel-
zahl von Reaktionen mit dem Lacton sowie zwei Darstel-

lungsmethoden durchfihrte, beschrieben. Moriarty et al.

15) 1

konnten mittels Rontgenstrukturanalyse und ~H-NMR-

Spektrum16) zeigen, dafl sich die Lactonringe am Cyclo~-
butanring in 1,1,2,2-trans-Stellung befinden und dafl der

Vierring selbst eine gebogene Konformation besitzt. .



Das Protoanemonin ist demnach der einfachste Vertreter
der Gruppe natiirlich vorkommender 4-Ylidenbutenolide
(2~Keto-4-yliden-dihydrofurane). Befindet sich in 3-Stel-
lung eine Hydroxylgruppe, so handelt es sich um eine
L-.Ylidentetronsaure, deren Abkommlinge aus Flechten und

Penicillium-Arten isoliert worden sind.

HO
0 0
Butenolid Tetronsaure
R R’ HO R
{ 0" 0 { o” YO
L.Ylidenbutenolid 4-Ylidentetronsidure

Eine ausfiihrliche Behandlung beider Gruppen ist vor

17)

kurzem von Pattenden und friher bereits vonHaynes1

und Dean19) vorgenommen worden. Einige Vertreter seien
nachfolgend aufgefihrt; sie wurden so ausgewahlt, daB die
Vielfalt der biogemnetischen Moglichkeiten fir die Ent-

stehung desselben Strukturelementes deutlich wird:

Vorkommen biogenetische Interme-
diarverbindungen
OH Penicillium~ Acetat, Malonat,
Arten Polyketid, 6-Methyl~-
0 — (P.patulum) salicylsdure, m-Kresol,
m-Hydroxybenzylalkohol,
= o 0 m~Hydroxybenzaldehyd,
Gentisaldehyd
Patulin




Vorkommen biogenetische Interme-
didrverbindungen

TN CE hohere Pflanzen, Olsdure,
Q&\%%CT:X§ Fam. Asterae, Linolensdure,
0 0

Matricaria Crepeninsaure,

(Kamille) Dehydromatricariaester
Matricarialacton

Flechten, Phenylalanin,

Pilze Phenylpyruvat,

Polyporsaure

Pulvinsaure

Penicillium- Malat uw. Malonat,

0O
HO Ok Arten Butyrat,
— : (P.charlesii) Carclsidure
¢;

Dehydrocarolsaure

CHA0 Penicillium~ Acetat,
— Arten Polyketid,
Orsellinsaure
wo 0 °
Penicillsdure
HO Penicillium- Acetat,
= OH Arten Polyketid,
{P.multicolor) 2,4-Dihydroxy-6-n-
0 0 : butylbenzoesaure
HOC
Multicolsdure
Butter nicht untersucht

NVsS

Bovolid




Zu erwahnen ist auch, dafl die grolle Gruppe der Cardeno-
lide als charakteristisches Strukturelement einen Buteno-
lidring enthalt. Die herzaktive Wirksamkeit dieser Inhi-
bitoren hangt u.a. vom Vorhandensein eines fiunf- oder

sechsgliedrigen ungesattigten Lactonringes in B-Konfiguration

am C=17 abzo).

3.1.3. Synthese

Synthetisch wurde das Protoanemonin in geringer Ausbeute

1622 von Asahina und Fujita auf zwei verschiedenen Wegen

14)

erhalten . Beide Darstellungsmoglichkeiten wurden
spater wvon Shaw21), Grundmann et al.22)

al.23)

und Osipenko et

optimiert.

Ausgangsprodukt war in beiden Fdllen Ladvulinsdure (8).
Zum einen wurde die Sdure iiber f-Bromldvulinsdure (9) zur

f3-Acetylacrylsdure (10), dem Hydrolyseprodukt des Proto-

""""" uin hydr isierung

- P P e ™ b
ulgeosc L e NLrigsSeliL

COOH COOH COOH
™2 nweuer, 2 Hoac i (Ac0),0 —
GH2 —*» CHBr ——— C(H -
= C=0 Nahe  ¢=0 H2S0, H,CZ No7 0
1
CH3 CHj CH3 :

8 9 10 -

Im zweiten Fall wurde Lavulinsédure zu o~Angelikalacton (11)
cyclisiert und nach Bromierung (lg) mit einer Base zZwei=-
fach dehydrobromiert. Bei Verwendung von Chinolin in
Benzol erzielten Grundmann et al. eine Ausbeute von 90%

bezogen auf o~Angelikalacton:



Br
H,C—CH:
N2 HY / Br,
He—¢ t=0 —— 2 _  Br
0 HO H4C 0 0 Hl™ No7 0
8 1 12

Chinolin; Dest. 4¢Ziifj>§§
Hzc 0

Muskat et al. gingen von der Vinylacrylsaure aus. Bromierung

ergab das 4,5-~Dibromderivat, welches beim Destillieren

24)

direkt das Antibiotikum lieferte . Weitere Synthesen

25) .26)

von Walton und Lardellidi fihrten ebenfalls zu Proto-

anemoninabkommlingen.

5.1.4. Wirksamkeit und Bedeutung

Pharmakologische Untersuchungen mit Anemonin wurden bereits
1898 wvon Noé127) und spater wvon Raymond—Hametzg) angestellt.
Demzufolge ldhmte die intravendse Injektion von 20 mg
Anemonin/kg Korpergewicht die Atmungs~ und Herztadtigkeit
eines Hundes. Boas et al. untersuchten die Wirkung des
Anemonins auf Mikroorganismen29). Fir Aspergillus niger
erhielten sie Grenzverdimnungswerte bis zu 1:70000. Im

30)

Gegensatz hierzu stellten Baer et al. nur sehr geringe

antibiotische Aktivitat des Dimeren fest.

Beim Vergleich der Wirksamkeit von natiirlichem und syn-
thetischem Protoanemonin hingegen konnte bei allen unter-
suchten Mikroorganismen eine gleich grobe Wachstumshem-

31) pestatigten die

mung beobachtet werden. Winter et al.
Werte fir die minimale Hemmkonzentration und vermuteten,
daBl das Protoanemonin wegen seiner generell toxischen

Wirkung nicht in dieser Form im Gewebe vorliegt.



Uber den Wirkungsmechanismus des Lactons ist wenig be-

kannt. Cavallito et al.jz) vermuteten, dafl sich das hoch~

reaktive Doppelbindungssystem an die Enzymsulfhydryl-
gruppen von Cysteinresten anlagert. Andere Autoren33’34)
fiilhrten die Wirksamkeit auf eine Blockierung des Zell-

cyclus bei der Inter- oder Prophase zuriick.

Die Hauptaufgabe des Scharfstoffs liegt sicher im Schutz
hoherer Pflanzen, in Analogie zum Immunsystem der Sauger,
gegeniiber anderen Lebewesen, besonders Pilzen und Bakte-

35)

rien. Als prainfektionelles Phytoalexin ist er in

Form der unwirksamen Glucoside permanent vorhanden und
wird wie bereits erwahnt bei Verletzung des Gewebes ver-
starkt abgegeben. Auf grund des bitteren Geschmacks werden
ranunculinhaltige Pflanzen vom weidendem Vieh gemieden36),
Das Abwehrverhalten der Pflanzen ist bekanntiich sehr
vielseitig und im Detail oft ungeklart. Der physikalischen
Verteidigung., z.B. das bei Berihrung hervorgerufene "Un-
sichtbarwerden! der Sinnpflanze (Mimosa pudica), das durch
Bewegungsstoffe (leaf movement factors, LMF) ausgeldst

$37)

wir , steht die rein chemische Abwehr gegeniiber. Eine
Vielzahl chemisch unterschiedlicher Substanzen wie proteo-
lytische Enzyme (Papain), biogene Amine, Alkaloide,
Hautungs- und Juvenilhormone, Phytoalexine und allgemein
Antibiotika werden hierzu von Pflanzen innerhalb des Se-
kundarstoffwechsels synthetisiertgg). Auch die gegensei-
tige Beeinflussung der Pflanzen untereinander (Allelo~

pathie) ist hier zu erwadhnen.

Die glucosidischen Vorstufen konnten neben der Transport-
funktion noch eine weitere Bedeutung fiir die Pflanze haben:
bei jeder Abgabe des Wirkstoffs entsteht Glucose, die zur
Energiegewinnung und zur Synthese von Zellbestandteilen

verwendet werden konnte.



3.2. Glucosidische Vorstufen

Das erstmals 1951 von Hill et al°6) isolierte Ranunculin (2)?
dessen Konfiguration am C-Atom 4 von Benn und Yelland als S
bestimmt wurdeSS)s besitzt die fiur Glykoside ungewohnliche
Eigenschaft, im sauren Bereich relativ stabil zu sein. In
Gegenwart basischer Verbindungen, besonders Natriumacetat,
tritt jedoch fasch der Zerfall in Glucose und das Anhydro-
aglykon Protoanemonin ein (s.S. 3). Je nach Reaktions-
fiihrung wird dieses iiber y-Hydroxy-vinylacrylsédure (13)
mehr oder weniger zur tautomeren f-Acetylacrylsaure (lg)
hydrolisiert21). In wassriger Losung liegt diese in Ana-
logie zur Penicillsaure (s.S. 7) liberwiegend in der

"pseudosauren'" Lactolform 14 vor:

Im pflanzlichen Gewebe soll der Scharfstoff enzymatisch
0)
b

. . . 1
durch eine [3~Glucosidase, die sog. "Ranunculase

freigesetzt werden.

Zur Gruppe der Inhaltsstoffe, die direkt ein Anhydrogenin
39)

liefern, zahlt ebenfalls ein aus Erythronium americanum

50, 41)

und aus der Tulpe isoliertes Glucosid. Es wird
mittels Saure in D-~Glucose und in das strukturell dem
Protoanemonin ahnlichen, ebenfalls antibiotisch wirksame

o~Methylen-y-butyrolacton (15) gespalten. Cavallito et al.



schlugen auf grund dieser Eigenschaft fir das Glucosid

eine ranunculinanaloge Struktur vor:

CHzOH H,C
HO O H+
? R + D-Glucose

HO OCH,- :
OH 2 7 \ 0” g
0 0 15

Tschesche et a1.42’43)

stellten jedoch fest, daB es sich
bei dem Glucosid um ein 1-Acylglucosid (Acylosid) einer
o, Af-ungesattigten y-Hydroxycarbonsaure handelte. Die
Verbindung lé (1-Tuliposid A) besaB antibiotische, vor
allem fungizide Wirksamkeit und stellte einen neuartigen
Wirkstofftyp dar. Beim Aufbewahren nahm die antibiotische

Aktivitat nach einiger Zeit aber stark ab. Der Grund

Acvliwanderun Z1im
1 1 Acvilwanderung zum

A R N

o
C-6' des Zuckers unter Bildung des unwirksamen 6-Tuli-
posids A. Dieselben Verhaltnisse wurden fir das f-Hydroxy-
derivat (1-Tuliposid B, 6-Tuliposid B) vorgefunden. Im
alkalischen trat im Gegensatz zum Ranunculin Hydrolyse

zur entsprechenden offenkettigen Carbonsdure (lz) ein:

H20
H* + D-Glucose
CHZOH 0 0
NN .
0—C—C—CH5—CH,—~0H
HO OH ij 7277 OH" L=
0 CH, \
16 HOOC"WF—CHZ—CHi—OH + D-Gilucose
CH,
17

Aufgrund dieser Ergebnisse war ein Acylglucosid der
5-Hydroxylavulinsaure (lﬁ oder 19) als genuiner Vor-
ldufer fiur Protoanemonin in Erwdgung zu ziehen. Moglicher-

weise fihrte eine Umlagerung zum Hydroxylglucosid (gg),



aus dem sich die Bildung der Glucoside i—é und des Bitter-

stoffs 1 zwanglos ergeben wirde:

HOH chH P Qs D-Glcd—O0H cgm CH c{’g O HOMYCECH CHA
22N L 1iDGIe ¢ 222N o R IM NG L BDoBle
18 20 19

Es ist zu beachten, daB eine derartige Umlagerung (18 oder
19 nach 20) keine Acylwanderung darstellt, wie sie z.B.
bei den Tuliposiden oder beim Aesciné beobachtet wurde.
Die bei den stark sauren Aufarbeitungsmethoden erhaltenen
Glucoside Ranunculin (3) und Isoranunculin (4), die ja
strukturell 5- bzw. 4-Hydroxylglucoside sind, sollten

bei einer Strukturhypothese fiur den genuinen Vorldufer
weniger ausschlaggebend sein. Einen Hinweis auf ein inter-
mediar auftretendes Acylosid lieferte der Befund, dafl bei
der Aufarbeitung des Pflanzenmaterials mit Alkoholen
stereospezifisch die fB-D-Glucopyranoside der verwendeten
Alkohole (21)(s.S. 18) an Stelle von glucosidischen Proto-
anemonin-~-Vorstufen erhalten wurden7’8). Diese Reaktion
kann unter Umstédnden auch =zur Glucosidsynthese kompli-

zierterer Alkohole dienen.

Versuche, eine genuine, offenkettige Verbindung aus Ranun-
culus~ oder Helleborus-Arten zu erhalten, resultierten

in der Isolierung von Ranuncosid (5) und Ranunculosid (6).
Die Struktur von 5 spricht wiederum fir ein 5-Hydroxyl-
glucosid (20), bei dem durch eine zusdtzliche Wasser-

abspaltung zwischen dem C-4 der Saure und dem C-2'



des Zuckers ein 1,4-Dioxanring gebildet wird. Eine von
Mariezcurrena et al. durchgefihrte Rontgenstrukturunter-
suchungéB) bestatigte die von Tschesche et a1.7) mit

Hilfe der 1H—NMR-Spektroskopie aufgestellte Strukturfor-
mel und ergab fiir das chirale C-Atom 4 eine 4-R-Konfigu-
ration. Neuerdings wurde von Delhviq6) ein Glucosid iso-
liert, das zwar fast die gleichen spektroskopischen Daten,
Jjedoch einen anderen RF—Wert als eine authentische Ranun-
cosidprobe besaB. Moglicherweise handelte es sich hierbei
um das in bezug auf C-Atom 4 konfigurationsisomere 4-S-Ra-
nuncosid. Festgelegt wird die Konfiguration am C-4 durch
den Angriff der Carboxylgruppe (Re- oder Si-Seite). Die
darauffolgende Kondensation ist aus sterischen Griinden

nur mit dem C-2' des Zuckers moglich:

N
OCHZCOCH2CH COOH

o\//A:\,

C

HOH,C

Rejt;;//// \\\\ilj:Ne
0]
O MOH ;
HOH-C
f 2

HOH,G

_ HzO - HZO

0
0
0 0 0
0 0 /
HOH,C OH HOH,C OH
H H

4-R-Ranuncosid 4-S-Ranuncosid



Ein solcher nicht stereospezifischer Verlauf konnte darauf
hindeuten, daB Ranuncosid spontan bei der Aufarbeitung

und nicht enzymatisch kontrolliert gebildet wird.

Beim Erwarmen mit verdinnter Saure zerfallt die Verbin-

dung 5 entsprechend ihrer Diacetalstruktur vollstandig

bhs b7 ,48)

in D-Glucose und 5-Hydroxyldvulinsdure (7)

Aufgrund dieser Reaktion konnte untersucht werden, ob
bei Applikation der radioaktiv markierten 5-Hydroxyldvu-
linsaure ein Teil der Markierung im Zucker wiederzufinden
war. Das AusmalB, wie stark die Saure im Organismus kata-~
bolischen Reaktionen unterliegt und in Form unbekannter
Abbauprodukte in den Zucker eingebaut wird, konnte so

abgeschatzt werden.

Die Isolierung und Strukturaufkliarung des Ranunculosids (é)7)
zeigte, daBl innerhalb des 22~gliedrigen Ringes sowohl

zwei den 6-Tuliposiden entsprechende acylglucosidische,

als auch zwei hydroxylglucosidische Bindungen zur 5~Hydroxy-
lavulinsdure vorliegen. Die Entstehung von é kann so ge-
dentet werden, dal entweder eine Dimerisierung von zweil
Hydroxylglucosiden (20) oder von zwei 6'-Acylglucosiden (19)
stattgefunden hat. Die gemischte Kondensation von einem
Hydroxyl- und einem Acylglucosid fiuhrt nicht zum Makro-

lid 6. Offen bleibt auch hier die Frage, ob es sich bei

der Dimerisierung um einen spontanen oder enzymatischen



Prozefl handelt. In jedem Fall ist eine sterisch ginstige
Anordnung sowie die Anhdufung des Monomeren an einem

bestimmten Ort erforderlich.

Bei der Zemplén-Hydrolyse des acetylgeschiitzten Ranun-
culosids (6a) wurde erwartungsgemidf der 5-f-D-Glucopyrano-

syloxylédvulinsduremethylester (22) gebildet:

Ac
0 AcO OAc

o=§—CH2~CH2~3~CH2~oV O\/CHZ
9

NGOCH3
AcO
0—CH~C—CH.~CHsC=0
AcO OAQ 2 T2 2
6a HO
B B
0
2 HyC00C—CH;~CHy~C—CH5=0 CHOH + 6 HOAC
22

Ein monomeres offenkettiges Glucosid der 5-Hydroxyilavu-
linsaure in Analogie zu den Tuliposiden war aus den

Pflanzen nicht isolierbar.

Daher wurde versucht, das Problem synthetisch zu losen.
Skétschég) erhielt aus Silber-5-hydroxylavulinat und
Acetobromglucose das in Form des Peracetylderivates
isolierbare Diglucosid 23. Methanolyse der Verbindung
lieferte den Methylester 22, vorsichtige Hydrolyse mit
einem Unterschufl an Bariumhydroxidlosung und anschliefiendes

Ansduern ergab neben anderen Substanzen Ranuncosid (5):



CH,0AC OAC
2
ACO% i 9 WOAC 1') BO(OH)Z ”
l i 0 "
AcO 0—C—CHy—CHy—C—CHy—0 CH 0Ac 2) H,S0;

OAc
23

0 + 8 HOAc + D-Glucose
HOHG OH

o

Welmar gelang es inzwischen, das Hydroxylglucosid (29) der

5-Hydroxyladvulinsaure ausgehend vom Ranunculosid zu er-

50)

halten und mit ihm RingschluBreaktionen durchzufihren

Zu der Problematik wurden folgende Tracerexperimente
durchgefihrt: Vergleich der Einbaurate von 5-Hydroxy[1—14C}—

14

re mit derjenigen von 5-Benzyloxy[1l- C J1dvulin-

lavulinsau
saure. Die Blockierung der Hydroxylfunktion sollte, unter
der Voraussetzung, daB die Pflanze nicht in der Lage ist,
den Benzylether zu spalten, einen Nichteinbau in Proto-
anemonin bewirken. Der eigentliche Wert des Versuches ist
darin zu sehen, dal besonders die Einbauraten der eben-
falls angebotenen Precursor aus dem Primarstoffwechsel

durch den Vergleich mit dem Nichteinbau relativiert und

somit nicht Uberbewertet werden.

Glucose -6-phosphat  + 5~Benzyioxy[1~“’CI lavulinsGure

HO
HO OH HOW —
oy, "ON\-cH, —\%Y_' 0 O cHyon T A
(\) I Ht” o

H?\

: i
Bz0 OH | HC~C~CHp~CHo~COOH !
Hat~CH=CHCH,C=0
20
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Im Rahmen der Untersuchungen iubker Glykoside mit lacton-
bildendem Aglykon sind zusammenfassend die folgenden

Substanzen aus Helleborus foetidus-Pflanzen isoliert worden:

H
0 HO H
i
0= ¢=CH;~CH;~C—CH —0 !CHz
H

z
0
Hy 0

0

HO
HO

0—CHs~C—CH;s—CH:—C=0
OH 2y T2 72

s



B3e3e Frihere Arbeiten zur Biogenese

5.5.1. Protoanemoninbiogenese

Trotz der weiten Verbreitung der Ranunculaceen und der
einfachen Struktur des Wirkstoffs 1 sind erst 1973/74

zwei Arbeiten japanischer Autoren zur Protoanemoninbiogenese
erschienen51?52). Die erste Arbeit beinbaltet den Vor-
schlag, dab eine enzymatisch katalysierte, decarboxy-
lierende Kondensation von Malonyl-ACP mit 3-Phospho-

glycerat einen C_-Korper liefert, der nach weiteren

5
enzymatischen Schritten (Lactonisierung, Reduktion, De-
hydratisierung und Glucosylierung) in Ranunculin um-

gewandelt werden soll (s.S. 20).

Als Stitze fiur diesen Mechanismus wurde der Einbau von
[2-14C]Malonat und [U—14C]D—G1ucose angefihrt. Malonat
wurde am besten metabolisiert. Ein Abbau des Wirkstoffs

e e . A A e SR S R ~ AL e
zeigte, dafd das C-Atom 1 Kaum markiert war. C-Atom 2 bes

a
je 12% der Gesamtaktivitdt von 1.

n
D

60%, die iUbrigen C-Atome
Ein Teil des_[2—14C]Malonyl—ACP sollte demzufolge iber
Acetat in den Tricarbonsaurecyclus eingeschleust werden
und als Oxalacetat im Sinne der Gluconeogenese zu 3-Phos-
phoglycerat umgesetzt werden. Hiermit wirde eine Ver-
schmierung der Aktivitat einhergehen (C—B, C—4, C-5 des
Protoanemonins), wohingegen ein anderer Teil des Precur-
sors direkt unter Abgabe von inaktivem Kohlendioxid zum
CS-ZWischenprodukt kondensieren und somit die beobachtete
verstarkte Markierung am C-Atom 2 des Scharfstoffs hervor-
rufen wirde. Als weitere Stiutze fiur das intermediar
auftretende 3-Phosphoglycerat fihrten die Autoren den
Einbau der [U-14C]D—Glucose an, die ja wahrend der Glyko-

lyse 3-Phosphoglycerat liefert.

Leider ist diese Formulierung der Protoanemoninbiogeunese,

die von den Autoren in der darauffolgenden Publikation



revidiert wurde, auch in den Ubersichtsartikel von Patten-

den17) ibernommen worden:
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Aufgrund vier weiterer Tracerexperimente mit Ranunculus

glaber kommen Suga et al. in der zweiten Arbeit zu dem



SchlubB, daB das Protoanemonin durch eine direkte Lacto-
nisierung der 5-Carboxylgruppe mit der Enolform der

1QC]0L-Keto-»

Ketogruppe des d-Ketoglutarats gebildet wird. [5—
glutarat ergab nach Applikation (Aufsaugen) beim Abbau
des Wirkstoffs eine selektive Markierung des C-Atoms 1.
In die gleiche Position gelangte die Markierung von

[1~14

Posgitionen C-3, C-4 und C-5. Alle Ergebnisse sprachen

C]Acetat; [2,3~14015uccinat verteilte sich auf die

dafiir, daBl o-Ketoglutarat nach der Bildung aus den ent-
sprechenden Vorstufen des Tricarbonsaurecyclus zur Synthese
aus dem Cyclus abgezogen wurde. In beiden Arbeiten wurde
eine intermedidr auftretende glucosylierte 5-Hydroxy-

lavulinsdure nicht bericksichtigt.

3.3.2. Metabolismus der >-Hydroxylavulinsdure

Die Frage, auf welchem biogenetischen Weg die 5-Hydroxy-
lavulinsaure in der Pflanze gebildet wird, stellte sich
nach einem erfolgten Einbau in die Glucoside 3-6 und den
Scharfstoff 1. Es konnte sich hierbei nicht um einen un-
bedeutenden Nebenweg handeln, da die Saure in Form der
Glucoside immerhin etwa 1,3% des Trockengewichts bei

Helleborus foetidus ausmacht.

Eine Literaturrecherche ergab, daB in mehreren Publika-
tionen iiber die 5-~Hydroxylavulinsdure im Zusammenhang

mit dem weit verzweigten Glyoxylsauremetabolismus berich-
tet worden war. Besondere Bedeutung besitzt die Glyoxyl-
saure u.a. dadurch, dafl sie in einem Transaminasegleich-
gewicht mit Glycin steht und bei Mikroorganismen, die nur
mit Acetat als Kohlenstoffquelle wachsen, innerhalb des
anaplerotischen Glyoxylatcyclus (Krebs-Kornberg-Cyclus)
fiir die Bereitstellung von Cg—Carbonséuren sorgt. Lait
man bestimmte Bakterien nur mit Glyoxylat als Substrat
wachsen, so wird dieses nach einer Induktionsperiode
iber den Dicarbonsdurecyclus abgebaut. Die Nachlieferung

von Zwischenprodukten wird hierbei durch die Glyceratbahn

besorgt53),



Anlafl fir die verstarkte Erforschung der enzymatischen
Umsetzungen der Glyoxylsaure, eine Ubersicht wird in der

54)

Einleitung eines Artikels von Okuyama et al. gegeben,

war der Befund, daB die Oxidation der Glyoxylsaure zu

55,56)

Kohlendioxid durch die Zugabe von L-Glutamat bzwe

57,58,59)

von o~Ketoglutarat wesentlich verstarkt wurde.
Die BErgebnisse resultierten sowohl aus Untersuchungen

mit Organen von Saugern (Rattenlebermitochondrien, Rindef-
herzhomogenate) als auch mit Mikroorganismen (Aspergillus
niger, Rhodopseudomonas spheroides u.a.). Mit Pflanzen-
zellen wurden hingegen keine Untersuchungen angestellt.
Okuyama deutete die Ergebnisse versuchsweise mit dem

Vorhandensein eines cyclischen Mechanismus fur die Glyoxy-

latoxidation:

o?OO'
xCHO co,

0?00"
coo~ xC=0
CH

2 tH2
CH, CHy
Coo- coo-
2H H,0
xC00~
CHOH
¢H, °CO,, 2H
{2



Es wurde weiterhin gefunden, daB Pyruvat an Stelle von
ad-Ketoglutarat die gleiche katalytische Wirkung fiir die
Glyoxylatoxidation besaﬁ6o’61). Hierbei wurden jedoch neben
dem Pyruvat als Zwischenprodukte y-Hydroxy-o-ketoglutarat

und Malat gefunden.

Die unter COZ—Abspaltung verlaufende Kondensation zwischen
dem a-Ketoglutarat und dem Glyoxylat kann jedoch auch
anders formuliert werden: an Stelle eines R-Hydroxy-
o-ketoadipats entsteht hierbei eine a-Hydroxy-fA-keto-
adipinsdure, die als p-Ketosdure nichtenzymatisch (bei

in vitro-~Versuchen z.B. mittels Trichloressigsaure oder
4—Aminoantipyrin62)) zum 5-Hydroxyldvulinat (7) decar-
boxyliert. Oxidation von 7 zu o-Ketoglutarat konnte den

Cyclus schlieﬁen63):

oCO0~
xéuo co,

O?OO‘
c00~ *CHOH
C= C=
1
o (2
(Ha i
coo~ co0~

LH

OCOZ



Die neue Moglichkeit der Verkniupfung von a-Ketoglutarat
und Glyoxylat mit 5-Hydroxyladvulinsadure als Folgeprodukt
wurde 1966 von Moriyama et a1.6&) und Koch et a1.65)
unabhdngig voneinander gefunden. Bestatigt wurde sie
spater von Westerfeld und seinen Mitarbeitern66), die
die Saure 7 enzymatisch in groBerer Menge darstellten
und die Struktur durch Derivatisierung sowie Synthese
(Desaminierung von 5-~Aminolavulinsadure) absicherten. Als
Nebenprodukt der Carboligase-Reaktion fanden sie 2,3-Di-
hydroxy-L-ketopimelinsdure (DHKP)6?), die durch Konden-
sation der o-Hydroxy-f3-ketoadipinsdure mit einem zweiten
Glyoxylat gebildet wird. Die Reaktion ist vom Standpunkt

der Substratspezifitat des Enzyms von Interesse:

- - ] H
éHz + €00 €0y EHy HKV

Coo™
DHKP

Verantwortlich fir die o~Ketoglutarat:Glyoxylat-Carboli-
gase~Reaktion ist die Thiaminpyrophosphat-abhangige
Komponente A (x-Ketoglutarat-Dehydrogenase) des a-Keto-
glutarat-Dehydrogenase-Komplexes (EC 1.2.4.2). Wiahrend der
100-fachen Reinigung behielt sie die folgenden drei

Aktivitdaten bei:
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Analoge Verhidltnisse wurden fiur die Pyruvat-Dehydrogenase
gefunden },

Die biologische Bedeutung der Carboligase-Reaktion ist
noch unklar. Yamasaki et al. konnten mit zellfreien Ex-
trakten von Mycobacterium phlei zeigen, daBl 5-Hydroxy-
lavulinsdure ein starkerer kompetitiver Inhibitor der
5-Aminolavulinatdehydratase ist als Lévulinséure69). Die
Porphyrinbiosynthese wurde zu 84% gehemmt, so daB die

5-Hydroxylédvulinsadure hier eine regulatorische Aufgabe

besitzen kénﬂte* .

Am C-Atom 1 bzw. C-Atom 5 14C~markierﬁe 5-Hydroxylavulin-
63)

sdure erhielten Wang et al. durch die o~Ketoglutarat:

Glyoxylat-Carboligase~Reaktion beim Einsatz entsprechend

*) Es soll hier angemerkt werden, daf nur bei Applikation

der markierten HKV an Helleborus-Pflanzen tatsidchlich be-
obachtet werden konnte, daB die griine Farbe der Kronblitter

auffallig verblich.



markierter Substrate. Mehrere Tracerexperimente mit
Rattenlebermitochondrien lieferten weitgehend (53 und
69%) spezifisch markiertes 5-Aminolavulinat (ALA),
Glutamat und Aspartat. Zur Erklarung fir die Entstehung
dieser Produkte aus dem 5-Hydroxylavulinat war ein
intermedidr auftretendes 4 ;5-Dioxovalerat (DOVA) not-
wendig. Es konﬁte entweder direkt zum 5-Aminolavulinat
reduktiv traﬁsamlnlert werden oder nach weiterer Oxi-
dation zum o~Ketoglutarat Glutamat bzw. iliber Oxalacetat

Aspartat bilden:
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3.3.3. Metabolismus der 1,5-Dioxovaleriansdure

Sollte die 5-Hydroxylavulinsdure nicht iiber eine Carbo-
ligase~Reaktion entstehen, AufschluBl hieriiber konnte

die Applikation von 140-Glyoxylat geben, so bestand im
Einklang mit den Ergebnissen von Suga et al. die Moglich-

keit eines direkten Einbaus von o~Ketoglutarat in Proto-



anemonin. Die Reduktion des C-~Atoms 1 des a-Ketoglutarats
entsprédche der Riickreaktion der wvon Wang et a1.63) in
Rattenlebermitochondrien gefundenen Oxidation des 5-Hydroxy-
lavulinats (s.o0.). Bei diesem Biogeneseverlauf konnte

ein Einbau von 14C-markierter 4 ,5-Dioxovaleriansaure (DOVA)

in Protoanemonin erwartet werdene.

Die S&dure ist besonders durch die Arbeiten von Shemin
ot a1.70) .....
Porphyrinbiosynthese in den Vordergrund getreten. Die
Autoren wiesen eine Spaltung des 4,5-Dioxovalerats (o-Keto-
glutaratsemialdehyd) in Succinat, welches den Cyclus
schliefit und ein Ci—Bruchstﬁck nach. Es wird innerhalb

des Ci—Stoffwechsels in Ameisensaure iUbergefihrt oder

in die Ureidogruppe der Harnsaure (C-4, C-5) bei der
Purinbiosynthese eingebaut. Den Nachweis der 4,5-Dioxo-
valeriansaure in biologischem Material erbrachten Kissel

71,72) 73)

‘und Heilmevyer . Jerzykowski et al. untersuchten die
Eignung der Saure fir das Glyoxalase-Enzym-System, das die
Umsetzung zum D-o-Hydroxyglutarat katalysierte. Sie
schlagen einen Cyclus mit 4,5-Dioxovalerat als Zwischen-

produkt vor, der die Oxidation von Glycin bewirken soll.

Bei Applikation wvon markierter 5»Aminolévulinséure%an
Helleborus~Pflanzen sollte bei einem Verlauf der Proto-=
anemoninbiogenese iiber die 4,5-Dioxovaleriansidure das
Ausmall der Transaminaserickreaktion beurteilt werden

konnen (s.S. 26).

Neuere Untersuchungen zur Biosynthese der 5~Aminolidvulin-
sdure in grinen Pflanzen haben gezeigt, daB die Saure

direkt aus a-Ketoglutarat oder Glutamat und nicht iber

78,75)

den Succinat-Glycin-Cyclus entsteht

Die nicht-enzymatische Transaminierung von 4,5-Dioxo-

76)

valeriansdure zu 5~Aminolavulinsaure mit Alanin oder

77)

anderen Aminodonatoren, vor allem Glycin , wurde

ebenfalls in Jungster Zeit entdeckt.



3ok Zielsetzung der eigenen Experimente

3.4.1. Biogenetische Prioritdt der 5-Hydroxyldvulinsdure
Ist die 5-Hydroxylavulinsaure, die in freier Form bei kei-
ner Aufarbeitungsmethode im Pflanzenextrakt nachgewiesen
werden konnte, der biogenetische Vorlaufer des Protoane-r
monins (1) sowie der Aglykone seiner glucosidischen Vor-
stufen Ranunculin (3), Isoranunculin (4), Ranuncosid (5)

und Ranunculosid (6)7?

Die enzymatische Ranunculin- bzw. Protoanemoninbildung
kann theoretisch mit allen drei tautomeren Formen des
HKV-Hydroxylglucosids (20) erfolgen. Der Weg iber die Lactol-

form 20a (vgl. S. 87) erscheint jedoch am wahrscheinlichsten:
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GICOHC=C-CHy~CH,~COOH === GlcOH,C~C~CHp~CHp~COOH 5= GIcOH,C-C=CH-CH,~COOH

GicOHC 0~ 0 GlcOH,C

0
20a

|
- GicOHZC/[;\ A0

}

N
GlcOHZC*"( 0)*0

3

(=]

.,Ranunculase”

1



Dafl die Glucosylierung auf der offenkettigen Stufe der
5-Hydroxylavulinsdure eintritt, wird durch die Struktur

des Ranunculosids (6) nahegelegt.

Die Entstehung des Isoranunculins (4) kann als Lacto-
nisierung eines 4-Hydroxylglucosids (Enol- oder Endiolform

der 5-Hydroxylavulinsdure) formuliert werden:

GlcO GleOne? GleOw"
HOH,C-C=CH-CHy~CO0H  ———s f —
' 00 00
Gle) Glco . 4
HOHC=C—CHy~CH,~COOH  —> \(\L
030

Ein méglicher, zum Ranuncosid fihrender Mechanismus
wurde bereits auf Seite 14 abgebildet, die Dimerisierung

zum Ranunculosid wurde auf Seite 15 diskutiert,

Eine zu synthetisierende 5—Hydroxy{1~1qc]1évulinséure
sollte demnach in Protoanemonin bzw. Anemonin und die
vier Glucoside eingebaut werden. Da die Saure moglicher-
welise im Primérstoffwechsel liegt, war mit einem Abbau
zu rechnen. Die Aktivitat konnte in Form unbekannter Ab-
bauprodukte in die isolierten Inhaltsstoffe gelangt sein
und eine falsche Interpretation der Ergebnisse bedingen.
Um dem vorzubeugen, wurde

a) eine Hydrolyse des aktiven Ranuncosids in D-Glucose
und 5-Hydroxylavulinsadure durchgefihrt. Nur ein unbedeu-
tender Teil der Ranuncosidgesamtaktivitat sollte im
Zucker anzutreffen sein. Zur weiteren Absicherung wurden
die Spaltprodukte in Form der A-D-Pentaacetylglucose und
dés 5-Hydroxylavulinsaure-p-bromphenacylesters derivati-
siert und bis zur konstanten spezifischen Aktivitat ko~
kristallisiert,

b) ein Abbau des aktiven Protoanemonins durchgefiihrt.
Applikation wvon 5~Hydroxy[1~14€}1évulinséure sollte

C-1l-markiertes Protoanemonin liefern .



c) S-Hydroxy[4—14c]lévulinséure synthetisiert und appli-
ziert. Der Versuch sollte zeigen, daf das intakte CS—Gerﬁst
der Saure zur Protoanemoninbiogenese benutzt wird. Der
Protoanemoninabbau sollte die Markierung am C-Atom 4

lokalisierens

5.h.2. Stiitze fiir ein genuines Hydroxylglucosid

Handelt es sich bei dem genuinen Glucosid um die 5-B-D-Glu-

copyranosyloxylavulinsaure?

Eine Blockierung der Hydroxylfunktion wilirde die Gluco-
sylierung verhindern und damit die Protoanemoninentste-
hung verhindern. Die Applikation der zu synthetisierenden
S—Benzyloxy[1—140]lévulinséure sollte einen Nichteinbau

in Protoanemonin ergeben (s.S. 17).

3.4.3. Biogenese der 5-Hydroxylavulinsadure in hodheren
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Wie wird die 5-Hydroxylavulinsaure in hoheren Pflanzen

gebildet?

Hypothese 1: Die 5-Hydroxylavulinsaure wird durch eine

d-Ketoglutarat:Glyoxylat-Carboligase~-Reaktion gebildete.

- aCHOH
G0 co, G0, 2
Cc=0 C=0
1 - o / / { ——— ——
CH, + CHO~-C00- — CHy .
CH CHy Hy
ol00~ C00~

{5—14C]drKetoglutarat ergibt C-l-markiertes Protoane-
1LLC]

monin. [ 1- Glyoxylat sollte keinen Einbau oder hochstens

eine Verschmierung der Aktivitat im Wirkstoff hervorrufen.

[2—14C]Glyoxylat mull C-5-markiertes Protoanemonin bilden.

Hypothese 2: Die 5-Hydroxyldvulinsdure entsteht durch

Reduktion von o-Ketoglutarat iiber 4,5-Dioxovalerat als



CO0™ C‘;HO HZOH

(Q;:O (‘;:O (i‘,x e

CHy — — CHy ——— )\ $
?Hz (;'HZ CHZ HZC 0
oC0O0™ 2Co0~ aC00™

Diese Moglichkeit kadme nach einem negativen Resultat

der Glyvoxylat-Applikationen in Betracht. Die Applikation
von [5-1‘C]quetoglutarat erlaubt es nicht, auf grund

des Markierungsmusters im Wirkstoff zwischen Hypothese 1
und Hypothese 2 zu unterscheiden. Eine zu synthetisierende
4,5-Dioxo[1~1%C}va1erianséure sollte die Position 1 des

Protoanemonins markieren.

Hypothese 3: Die 5-Hydroxylavulinsdure entsteht durch

oxidative Transaminierung von 5-Aminolavulinsdure zu

Lk ,5-Dioxovaleriansdure und anschliefBende Reduktion.

(|:H2NH2 C{HC C;HzOH

(=0 (=i o(':xo T
| |
?Hz ey (':Hz — (';HZ ——— | C&
Q'HZ (;’HZ ("}Hz 2 0
Coo~ =C00~ =CO0~

5~Amino[4-140]1évulinséure muft das C-Atom 4 des Proto-
anemoninsg markieren. Besteht in der Pflanze ein rever-
sibles Gleichgewicht zwischen der 5-Aminolavulinsédure
und dem o~Ketoglutarat, so ist dieser Reaktionsmechanis-
mus praktisch identisch mit Hypothese 2 (Verzweigung des
Biosyntheseweges). Markierte 4,5-Dioxovaleriansiure
sollte wie dort eingebaut werden. Bei einer Biogenese
der 5-~Aminoléavulinsadure iber den Succinat-Glycin-Cyclus
sollte nur das o-Aminoketon einen deutlichen Einbau er-

geben.



Hypothese 4: Die 5-Hydroxyldvulinsdure entsteht durch

eine direkte, einstufige Reduktion . des o~Ketoglutarats.

QOO‘ QHZOH

=0 ¢=0 =
(':HZ ¢H2 HC 0 0
e CO0™ eCO0™

[5_14

Die Moglichkeit kime in Betracht, wenn zwar C}deetO—
glutarat eingebaut wiirde, die Applikation von 4,5-Dioxo-
[1—14C]Valerianséure und von 5—Amino[4-140]lévulinséure
jedoch einen Nichteinbau ergidbe. Die 4,5-Dioxovalerian-
saure wirde in diesem Fall durch eine enzymgebundene

Zwischenstufe mit entsprechender Oxidationsstufe ersetzt.

Da das Protoanemonin keinen Verzweigungskohlenstoff besitzt,
ist es im Gegensatz zum o-Methylen-y=butyrolacton éli} nicht
als Hemiterpen im Sinne der Isoprenregel von Ruzicka aufzu-

fassen. Entsprechende biologische Vorstufen (z.B. Mevalonat)

wurden den Pflanzen daher nicht angeboten.

35 Protoanemoninabbau

Das aus der Pflanze erhaltene Protoanemonin mulite wegen
seiner unangenehmen Eigenschaften direkt nach der Iso-
lierung in eine reaktionstrage Form ilibergefihrt werden.

28)

Hierfir bot sich die von Kipping beschriebene kata-
lytische Hydrierung mit Platindioxid (Adams Katalysator)
an. Im Verlauf der Reaktion wurden drei Mole Wasserstoff
unter Bildung von n-Valeriansaure aufgenommen. y-Valero-
lacton entstand nur in geringen Mengen als Nebenprodukt.
Die Saure wurde als Silbersalz ausgefdallt und bis zur
konstanten spezifischen Aktivitat umkristallisiert. Ein
Teil hiervon wurde dem Schmidt-Abbau unterworfen. Oxidation

des entstandenen Aming mit Kaliumpermanganat zur Sadure



und erneuter Schmidt-Abbau lieferte C-Atom 2 uswe.

bis

C-Atom 3 des Antibiotikums in Form von Bariumcarbonat:

3 2
HCZ Ny 0
l Pt/ 3H;

CH4~CHy~CHy~CH5~COOH

iAgNO3

5 4 3 2 1
CHy~CHy-CHyp~CH,-CO0Ag

H,S0,/
CrO3

CH3~COOH

l HN3

CH3-NHp + COp (- BaCo3)
C-4

l Pikrinsaure

Pikrat
C-5

HN3

+  COp(~»BaCO3)
o

CH3~CHy~CHp-CHy=NH>

lKMnOL

CHy~CHo~CHo-COOH

lHN3

CH3~CHp—CHy-NHy -+ COp{—+BaC03)

C-2

lKMnOL

CHz—CHy—~COOH

s

CH3—CH-NH,  + COp{(—>BaC03)

C-3

Es muBte aber beachtet werden, daf infolge einer Uberoxi-

dation der Amine unter Umstidnden kiirzere Bruchstiicke

entstehen konnten

79,80,81)

Zur Uberpriifung wurde daher

jeweils ein kleiner Teil der Saure in den p-Bromphenacyl-

ester ibergefihrt und mit Vergleichssubstanz chromato-



graphiert. Bei Anwesenheit mehrerer Oxidationsprodukte
wurde eine Trennung an angefeuchtetem Kieselgel durch-
gefihrt. Der andere Teil des Silbersalzes wurde mit dem
Sauregemisch nach Kuhn-Roth bis zur Essigsdure durchoxi-
diert und diese dann dem Schmidt-Abbau unterworfen. Das
entstandene Methylamin wurde in eine Pikrinsdurelodsung
geleitet und in Form des Pikrates auf seine Radioaktivitat

hin untersucht. Die Auszahlung der Barium[léC]carbonat—
2)

Praparate erfolgte nach der von Frohofer8 entwickelten

Methode. Sie ergab gute Zahlausbeuten.

3.6, Synthesen

Von den insgesamt neun angebotenen Precursorn wurden

*)

vier synthetisiert; die ibrigen wurden von The Radio-

chemical Centre, Amersham Buchler, kduflich erworben:

a5

. Lo . ‘
1. 5-Amino[4-""C |idvulinsdurehydrochlorid, 58 mCi/mmol
2. Natrium_S—benzyloxy[1—14C]lévulinat*), 4,85 mCi/mmol
14
3. [1,5-77c]
. 14 . .. %) .
L, 4,5-Dioxo[1-""C]valeriansdure ', 3.9 mCi/mmol
5e Natrium[lmlqc]glyoxylat, 10.9 mCi/mmol
6. Natrium[Z—iQC}glyoxylat, 2.5 mCi/mmol

),;4.2 mCi/mmol

Citronensduremonohydrat, 20 mCi/mmol

7 e 5—Hydroxy[1~1gc]1évulinséuref
8. S-Hydroxy[é-lgc]lévulinséure*), 5.3% mCi/mmol

9. Natrium—drketo[5—14C]glutarat, 20.2 mCi/mmol.

Obgleich in der Literatur mehrere Darstellungsmoglich-
keiten fir die 5-Hydroxyladvulinsidure beschrieben worden sind,
eignet sich kaum eine von ihnen fir eine Markierungssynthese.
Entweder hatten nach Lartillotgz) mit dem aktiven Material
Reaktionsschritte geringer Ausbeute durchgefiihrt werden
missen oder die Synthese startete mit einem komplizierten
CS—Gerﬁst (Mesropyan et aléiﬁ)).

aktivem Diazomethan (Rappe

Eine Markierung mit radio-
, Auterhoff et al.86)) kam wegen

der Instabilitédt der Substanz nicht in Betracht:



CHq CHy CHZBF CH,Br

] ] ] L

C=0 1. NaOEt =0 Bro C=0 HBr =0
R —g | | — |

<|5H2 2. CICHCOEt  GHICHCO,EN CHICHCOEY  poac  §M2

COEt CO4Et CO,Et CHy

Rappe, Auterhoff et al.:

cl CHN> GHo0H
‘,£=O (=0 M0/ H* I :O
CH CHa CH
Co,R CO,R COOH
HY
NaOH

Mesropyan et al.:

0 0

I HOHK o, P
= N PO 18 . ~ 0.
Cow + =500 — Ty
™ C /

(?;’ CH,CHy 0 oy

Im Rahmen der Untersuchungen zur o-~Ketoglutarat:Glyvoxylat-
Carboligase-Reaktion synthetisierten Schlossberg et a1.66)
die Saure durch Diazotierung von 5-Aminolavulinsdure und
Hydrolyse des entstandenen Diazoketons:

0
il

HaNHC~E—CHy~CH,-COOH  [4-1CIALA
lHNOz
R
R=N=CH—C~CHy~CHy-COOH
@

lH*! v

=Q

]
N> + COp + HOOC—CH,~CH,-COOH { + HOHZC—E—CH2~CH2~COOH)

[4-14CIHKY



Als Hauptprodukt dieser Reaktion wird jedoch Bernstein-
sdure neben etwa nur 15% 5-Hydroxylavulinsdure gebildetég)a
Die beiden Produkte lassen sich durch zweifache Anionen-
austauschchromatographie an Dowex-Saulen voneinander
trennen87). Ein Vorteil der Methode besteht darin, daB von
kauflichem 5~Amino{4—14C]lévulinséurehydrochlorid aus -
gegangen werden kann und ohne groflBen Aufwand 1lJEC— oder

3

auch “"H-markierte (SwAmino{233-3H2]1évulinséurehydro~
chlorid) 5-Hydroxyldvulinsaure zugdnglich wird. Daher
wurde sie auch im vorliegenden Fall verwendet. Nachteilig
ist aber neben der geringen Ausbeute der relativ hohe

Preis der markierten Ausgangssubstanz. Benotigte groBbere
Aktivitatsmengen konnten durch diese Reaktion mnicht bereit-
gestellt werden. Im vorliegenden Fall wurden bgim Ein-

satz von 250 puCi o~Aminoketon etwa 38 uCi [éni%C]HKV
erhalten, eine Menge, die fiir einen Einbauversuch aus-

reichend war.

Daher wurde eine neue Markierungssynthese ausgearbeitet,
bei der preisgunstiges Barium[iqc]carbonat eingesetzt

88)

werden konnte
In Vorversuchen konnte die aus 5-Bromlavulinsidure (21}83)
erhaltene 5-Benzyloxyldvulinsdure (24) mit Palladium/

Wasserstoff auf schonende Weise glatt zur 5-Hydroxylavu-

linsaure debenzyliert werden:

0
@*CHZO" Na* 4  BrH,C~C-CHy-CH,-COOH

27
9
@'CHz“‘O"‘Hzc—C—CH 2-CH>-COOH
2L Hp, Pd/C
+

@‘CHa +  HOMoC—C~CHyCHy-COOH

HKV



Die nachstehende Abbildung zeigt, ilber welchen Synthese-
weg das fir die Grignard-Reaktion geeignete, noch nicht
beschriebene 1-Benzyloxy-4-brom-2-butanon-ethylenacetal (ég)

erhalten wurde:

\/lok /(?\ oot M

Bz0 —— Bz0

z OEt + OEt z OEt
28

/\ /N
H[{_—\OH 0 LiALH,, Q
—_ Bzow —_— B20

OEt OH

29 30
TsCl \QQ/\ LiBr :
— Bz0 ———— BzO
0Ts Z Br
El} 32
* 0
BzO Bz0
2. Yco, 14 00H ‘ 14co0H
33 24
H,, PdIC \j\/\
— HO
14co0H
[1-YcIHKy

Der Aufbau des C&-Grundkarpers mit benzylgeschiitzter
a-Ketolgruppe erfolgte durch eine gemischte Esterkon-

89) betrug

densation. Bel geeigneten Reaktionsbedingungen
die Ausbeute an 4-Benzyloxyacetessigester (28) etwa 45%.
Die nachfolgenden Umsetzungen (Acefalisierung, Reduktion,
Tosylierung, Finkel'stejn-Austausch) wurden nach den
iblichen Methoden durchgefiihrt. Das 4-Benzyloxyacetessig-
ester-ethylenacetal (29) wurde wie auch 28 destillativ

gereinigt, wohingegen die Verbindungen 30 und 31 als



- 38 -

Rohprodukte weiterverwendet wurden. Die Gesamtausbeute

von 32 bezogen auf den fi-Ketoester 28 lag bei 34%. Versuche,
das Bromid 32 durch fraktionierte Destillation im Hoch-
vakuum rein zu erhalten, waren nicht erfolgreich, da ein
Teil der Verunreinigungen azeotrop mit 32 uUberdestillierte.
Die Substanz wurde daher vor jedem Einsatz in der Grignard-
Reaktion mittels praparativer Schichtchromatographie
gesaubert. Das a-Benzyloxy-ethylenacetal (33) erwies sich
als relativ stabil; erst durch einstiundiges Refluxieren
mit Dioxan/verd. Salzsdure wurde die Schutzgruppe abge=
spalten. Ein Teil der entstandenen 5~Benzyloxy[1—1gc]lévu~
linsdure (24) wurde in Form des wasserldslichen Natrium-
salzes appliziert, der andere Teil lieferte nach hydro-
genolytischer Debenzylierung die gewiinschte 5-Hydroxy-
[1-1&C]1évulinséure in einer radiochemischen Gesamtausbeute
von etwa 10% bezogen auf Barium[14c]carbonat‘

TS
RN AN

14,4
~

1 14 1
3

Die Derivatisierung der [1- HKY wie auch der [4-""C
erfolgte als p~Bromphenacylester. Beide Substanzen er-
gaben beim gleichen RF—Wert einen Peak im Radiochromato-

gramm.

Die bisher in der Literatur beschriebenen Synthesen von

L ,5-Dioxovaleriansdure (s.S. 39) waren ebenfalls fiir eine
140—Markierung weniger geeignet. In zweli Fdllen ware zuerst
eine Markierung der Lidvulinsdure (8) erforderlich gewesen.
Nach Wolff90’91) hédtte diese dann am C-Atom 5 in etwas
uniibersichtlicher Weise funktionalisiert werden miissen (bei
der Reaktion entsteht auch viel Diacetyl). Bei inaktiven
Vorversuchen gestaltete sich die Aufarbeitung des iiber

die 3,5-Dibromlédvulinsédure (34) erhaltenen Produktes als

problematische.

Die Einfihrung der Aldehydfunktion im Sinne der Krdhnke-

71)

Reaktion ilber das Nitron éé, wie sie von Heilmeyer und



77)

Beale et al. durchgefihrt worden ist, hatte 14C=markierte
5-Bromlédvulinsdure (27) erfordert. Diese ist jedoch, wie
bereits bei der Diskussion der HKV-Synthesen dargelegt

(s.S. 35), nach der Methode von Lartillot et al.gz} nur

in maBigen Ausbeuten erhaltlich.

72)

Die schonende Synthese nach Kissel et al. iiber 5-Benzyli-~
denlavulinsdure (35) als Zwischenprodukt hdtte beim Ein-
satz markierter ILavulinsdure zur Darstellung der markierten

DOVA dienen konnen:

Wolff :
COOH EQQH
(L,Hz . Ho
IE!% + Broy ——e—p iﬁBr
= =
CHg CHoBr
8 3%
Hp0
Kissel u. Heilmeyer :
?00H CHO EOOH EOOH
g:Z N NaOH 1 :2 1.05 1 ﬁZ
2 —_— 2 ——— 2
’:—_0 (I;: 2.Pd/Hy ?:O
thy CH:CH@ CHO
8 35 DOVA
H'l-

Heitmeyer , Beale et al.:
COOH cooc™
H2 1. CgHsN ¢H2
CHy > (':Hz
I: 2. 0N‘©’N(CH3)2 C]:z +
CHoBr CH‘:{;I NICH3)»

o-
2
z 36

Da aber geniigend S-Hydroxy[1-14C]lévulinséure von der auf

Seite 37 beschriebenen Synthese vorhanden war, wurde zunidchst
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mit inaktiver Substanz versucht, durch vorsichtige Oxida~-
tion die awKefolgruppe in eine Glyoxalgruppe zu iliberfiihren.
Dies gelang mnach der Zinckeschen Methodegz’gzggé) mit
gepulvertem Kupfer-II-acetat in einer Schutzgasatmosphire.
Die nicht kristallisierende, im tiefgefrorenen Zustand
glasartige 4,5-Dioxovaleriansidure wurde als 4,5-Dihydroxy-

71)

iminovaleriansadure derivatisiert:

0 Cu(0Ac), 00 "
HOH,C-t~CHy~CHp~COOH  —————5+ HE—C-CHZ—CHZ-QOOH (1-14cipova

14CIHKY l

als Dihydroxyiminoderivat

Wegen ihrer groBen Reaktivitat mullte die Saure direkt

nach der chromatographischen Reindarstellung der entsprechen-
den Verwendung zugefiihrt werden. Radiodiinnschichtscanning

des aktiven Materials zeigte, daB sich die Verbindung vor

allem in wassriger Losung schnell zersetzte.

3a76 Methoden

5.7-1. Allgemeines

Zur vollstandigen Aufklarung eines Biosyntheseweges sind
bekanntlich viele aufeinander aufbauende Untersuchungen
erforderlich, Ein wichtiger erster Schritt, um einen Ein-
blick in mnatiirliche Prozesse zu erhalten, ist die chemische
Analyse. Sie erlaubt es, auf grund der Isolierung struktur-
verwandter Inhaltsstoffe aus der gleichen Spezies oft

erste Hinweise auf bestehende Zusammenhinge zu bekommen95).
Da hohere Pflanzen im Vergleich zu Mikroorganismen z.B.
relativ langsam wachsen, ist es hier auch mdglich, die
wahrend einzelner Entwicklungsstadien auftretenden Substan-

11)96).

zen zu untersuchen ("sequential analysis

Fast alle Isolierungsmethoden stellen, besonders natiirlich



wenn aggressive Chemikalien verwendet werden, starke Ein-
griffe dar, so dafl mit der Bildung von Artefakten gerech-
net werden muBl. Eine weitere Begrenzung tritt dadurch auf,
dafl viele in FlieBgleichgewichten vorkommende Intermediar-
verbindungen wegen ihrer zu geringen Konzentration nicht
nachweisbar sind. Beili den Precursor-lIsolierungsmethoden
("isotope trapping!") wird versucht, durch Zugabe von
isotopenmarkiertem Substrat und unmarkiertem Produkt

das Gleichgewicht so zu beeinflussen, dafll sich die ver-
mutete Intermediarverbindung anhauft und auf grund der
Markierung nachweisbar wird. Nachteilig an der Methode ist,
daf} mit ihr nur langsame Reaktionen untersucht werden
konnen, auf Substanzen des Primarstoffwechsels ist sie
nicht anwendbar, und dafl durch die hohe Produktkonzen=-

tration kompetitive oder feedback-Hemmung eintreten kann.

e 702 Tracertechnik

Swo o s o O e s Sem e owe

oW

ie Umgehung der genannten Schwierigkeiten wird mit der
Tracertechnik erreicht. Sie erlaubt es, den intakten Organis-
mus "in vivo" zu untersuchen, ohne gleichzeitig eine zu
grofBe Beeinflussung auf ihn auszuiiben. Eine isotopen-
markierte Intermediadrverbindung (Precursor) hinterlaBt

im Organismus eine Spur ("trace'), die mit chemischen

und physikalischen Methoden analysiert wird. Voraussetzung
hierfir ist die Annahme, daB markierte und nicht markierte
Substanz fir den Organismus ununterscheidbar sind.

Sowohl radiocaktive als auch stabile Isotope finden An~
wendung in der Tracertechnik, Einige fir biochemische

Untersuchungen wichtige Nuklide sind:

3 14

radioaktive Isotope (Halbwertszeit): “H (12.34 a), Cc (5736

13N (9.96 m), 32p (14.3 d), 355 (87.5 4,

stabile Isotope (Kernspin): “H (1), 2¢ (0), 2¢ (1/2),
Py 172y, Yo (572, PYe (1/2), s (3/2).

a),



Wahrend bei den Radioisotopen ohne grobBeren Aufwand nur
die Einbaurate bzw. die Isotopenverdiinnung festgestellt
werden kann, erlaubt es die NMR~Spektrosképieﬂ ohne
destruktive Methoden direkt die Konzentrationen und die
Lokalisierung der markierten Atome oder Atomgruppen im
Endprodukt zu bestimmen. Dies ist besonders bei mnicht

abbaubaren Verbindungen von Bedeutung.

Wurden anfanglich 130—angereicherte Precursor nur durch

C R L 1 . . .1
die Intensitatssteigerung der 3C~n—oatelllten im TH-

NMR-Spektrum des Metaboliten nachgewiesen (nur C-Atome,

an die ein H-Atom gebunden war, konnten untersucht werden),

15

so erreichte die Methode der C-Markierung ihren Durch-

bruch mit der Entwicklung des Puls-Fourier-Transformations-
Verfahrens (PFT-NMR). Der hiermit verbundene Empfindlich=-
97)

keitsgewinn erlaubt eine routinemaBige Aufnahme von

13C-NMR~Spektrene Eine breite Anwendung fand die Methode

RE 2 T

seither besonders bei Biogeneseuntersuchungen mit Mikro-
organismengg), die im Gegensatz zu hoheren Pflanzen

oft hohe Inkorporationsraten ergeben. Durch kombinierte
Anwendung von 126— und 13C—angereichorten Kohlenstoff-
quellen soll es moglich sein, Isotopenverdinnungen bis zu

99),

1:1000 zu erfassen

Bei den in Pflanzen meist auftretenden geringen Einbau-
raten (und geringen Substanzmengen) werden die Radio-
isotope bevorzugt eingesetzt, auch wenn hier, um eine
Lokalisierung der Markierung festzulegen, oft viel Zeit
fir einen Abbau aufgewendet werden muB. Bei Biosynthese-
untersuchungen komplizierterer sekunddrer Metabolite,

wie z.B. Steroidemn ist kaum mit einem vollstidndigen Abbau
im Organismus zu rechnenigo), so daB durch Normierung

der Einbauraten (Koapplikationen) auch ohne Abbau des
Metaboliten verldBliche Aussagen zu einer biogenetischen

Reihenfolge gemacht werden kdnnen.
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5.7-3. Anwendungsmoglichkeiten

Die Zugabe eines Precursors zu einem Enzymsytem kann

a) am intakten Organismus, Organ oder Gewebeteil (in wvivo)
b) an Zellkulturen

c) an zellfreien Extrakten (in vitro)

erfolgen.

Die in wvivo-Methode besitzt nach wie vor groBle Aussagekraft,
auch wenn sie durch Permeabilitats- und Transportprobleme
limitiert ist. Das Substrat wird meist in wassriger Losung
in bestimmte Pflanzenorgane injiziert oder gelangt durch

die Wurzeln oder den geschnittenen Stengel (Aufsaugmethode)
in den Saftstrom101’102). Es kann auch mittels eines durch-
gezogenen Baumwolldochtes hierhin gelangen (Dochtmethode).
Die Absorption aufgesprihter, wasserunloslicher Tracer-
losungen durch die Blatter ist ebenfalls mit Erfolg angewen-

det Worden103).

Die Zellkulturtechnik macht von der Moglichkeit Gebrauch,
daB das Pflanzengewebe unter glinstigen Bedingungen wie
Mikroorganismen in Kultur zu bringen istiog). Jede ein-
zelne Zelle besitzt ahnlich einer befruchteten Eizelle
die Fahigkeit, einen differenzierten Organismus zu bilden
(Totipotenz). Als Vorteile einer Zellsuspensionskultur
sind uvu.a. die hohere Stoffwechéelaktivitét, das einheit-
liche Entwicklungsstadium der Zellen sowie die Moglich-
keit, auxqtrophe Mutanten erzeugen zu kénhen, anzufihren.
Nachteilig ist jedoch, daf? Ergebnisse von Experimenten

mit Zellkulturen z.T. im Widerspruch zu denen der in vivo-

Methoden stehenioB).

Bei den in letzter Zeit haufig benutzten zellfreien
Extrakten entfallen Permeabilitatsbarrieren. Ein unge-
lostes Problem ist hier aber die Enzyminaktivierung durch

95)

Komplexierung mit im Extrakt enthaltenen Chinonen



Am SchluBl der vollstédndigen Aufklarung eines Biosynthese-
weges steht die Reinigung der beteiligten Enzyme und die
detaillierte Studie des Reaktionsmechanismus mit Hilfe

spezifisch markierter Substrate.

Grundsadtzlich mubl bei den Precursor-Applikationsmethoden
beachtet werden, daf durch die Veranderung der natirlichen
Konzentration eines Metaboliten unnatiirliche Biosynthese-
wege entstehen konnen (kompetitive Hemmung, feedback-

6)

Hemmung). Robinson wies darauf hin, dal das einzige
echte kohlenstoffhaltige Substrat der grinen Pflanzen

Kohlendioxid zu 0.03% ist.

Sind die beteiligten Enzyme eher funktions~ und weniger
substratspezifisch, so konnen Applikationsergebnisse

107)@ Mikroorganismen, die

falsch interpretiert werden
auf der Pflanze leben und mit ihr um ein Substrat kon-
kurrieren, konnen ebenfalls falsche Stoffwechselwege

vortauschen.

Trotz der geschilderten Einschrankungen ist die Tracer-
technik fiir die Aufklarung von Biosynthesewegen von
groBter Bedeutung, was die mit ihr erzielten Erfolge

zeigen.
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14

Die in der vorliegenden Arbeit ausgezéhlten C-fA-Akti~-
vitadten wurden mit einem Fliissig~Szintillations-Zihler (FSZ)
ermitteltiog), Die Hochrechnung der gemessenen Impulsrate
cpm (counts per minute) auf die tatsdchliche Impulsrate

dpm (decays per minute) erfolgte mit Hilfe von GQuench-
korrekturkurven, die nach der ESKV-Methode (Extern-Stan-
dard-Kanalverhdltnis-Methode) aufgenommen wurden. Sie geben
in spezifischer Weise die Abhédngigkeit der Ziahlausbeute

vom ESKV wieder und wurden mit Proben bekannter Aktivitiat
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aufgestellt. Bei Konstanthaltung gewisser Faktoren (Nuklid,
Szintillatorlosung, =~volumen, Material des Zahlfladschchens)
kann der Verlauf einer Quenchkorrekturkurve fir eine
langere Zeitspanne (Gerdtedrift) als konstant angesehen
werden und zur Ermittlung der tatsachlichen Impulsrate
unbekannter Proben herangezogen werden. Da z.T. kleine
Impulsraten erhalten wurden, muf3te, um den MeBfehler
moglichst klein zu halten, eine gewisse Mindestzadhlzeit

eingehalten werden.

Die den radioaktiven Zerfall begleitenden Impulse bzw.
Lichtblitze treten sowohl zeitlich als auch ortlich vollig
unregelmdfBig auf. Sie unterliegen statistischen Schwan-
kungen, die den Gesetzen der Wahrscheinlichkeitsrechnung

gehorchen.

Stellt man mittels vieler Einzelmessungen die Anzahl der
Fialle (Haufigkeit). in denen eine bestimmte Impulszahl x
wahrend eines Zeitintervalls beobachtet werden, fest und
trédgt die Werte in ein Diagramm ein (Abszisse: Impulszahl,
Ordinate: Haufigkeit), so erhdlt man eine Kurve, die sich

durch folgende Formel darstellen 1aBt:

X
. m_ ~-m . R .
P(X) =TT e (Poisson'sche Gleichung)
P(X) = Haufigkeit einer Impulszahl x
m = Mittelwert der hinreichend oft in dem
Zeitintervall gezadhlten Impulse
x = TImpulszahl

Die Beziehung gilt besonders fir kleine m-Werte, z.B.
Nulleffektmessungen. Je groBer aber die durchschnittliche
Impulszahl m ist, um so mehr ndhert sich die Poisson-
Verteilung einer speziellen Normalverteilung (Gauss'sche
Glockenkurve). Sie ist durch zwei Parameter gegeben:

den Mittelwert m und die Varianz 02.
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1 eu(x~m)2/262
ojam

dx

Der Wert o gibt die Standardabweichung (mittlere statis-
tische Schwankung) an, die die Breite der Verteilungs-
funktion beschreibt und somit ein Maf fir die Genauig-
keit des MeBverfahrens darstellt. Aus der Wahrscheinlich-
keitsrechnung ergibt sich, daB mit 68.3%iger Wahrschein-
lichkeit der beobachtete MeBwert im Intervall (m-1.000,
m+1.000), mit 95.45% im Intervall (m-2.000, m+2.000) und

mit 99.7% im Intervall (m-3.000, m+3.000) zu finden ist.

Die einfache Standardabweichung der Nettozahlrate Orol.N
) 4

hangt folgendermaflen von der Gesamtzahlrate G, dem

Nulleffekt B und den dazugehodrigen MeBzeiten tC und tB ab:
-3

= . B
. 1%a s
rel,N G - B
Durch Multiplikation von el . N mit 2 erhadlt man die
?

2o-Standardabweichung (ein zusdtzlicher Faktor 100 ergibt
die Standardabweichung in Prozent). Dies stellt einen
Vertrauensbereich, das sog. Konfidenzintervall ("confidence
level"), von 95.45% dar, emtsprechend einer Irrtums-

wahrscheinlichkeit von 4.55%.

Durch entsprechendes Umformenlog) obiger Gleichung ergibt
sich fir die GesamtmeBzeit T = t. + tB:
(G + B)?
T = , 2 2
(Ofel,N) " (G-B)

Die optimale Aufteilung der GesamtmefBzeit auf Proben- und
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NulleffektmeBzeit wird erreicht, wenn folgendes Verhalt-

nis beachtet wird:

t
G G T T
jg’g = -E- tG = . E bzw. tB = 1‘{_7@ ®
v Q B

Bei tiefaktiven Proben, z.B. G=100 dpm und B=20 dpm wird
eine GesamtmefBzeit T von 81.81 Minuten bendtigt, wenn
der MebBfehler innerhalb der 20-Standardabweichung

(o = 0.,02) liegen soll. Optimal aufgeteilt ist die

rel,N

Zeit, wenn t. = 56.53 und ty = 25.28 Minuten betragte.

Die in der vorliegenden Arbeit angegebenen Impulsraten

wurden mit dem 95.45%-Konfidenzintervall angegebene.



i, EXPERIMENTELLER TEIL

hod. Allgemeine Angaben

Schmelzpunktbestimmung: Mikroskop-Heiztisch nach Weygand,

Firma Leitz und Heizbank nach

Kofler
IR-Spektren: Perkin-Elmer~-Spektrometer 157 G
1H«NMR—Spektren: Varian EM 360 (60 MHz)

Bruker WH 90 (90 MHz)
1BC—NMR-Spektren: Bruker WH 90 (22.63 MHz)
Massenspektren: MS 9 und MS 30 der A.E.I. (70 eV)
Elementaranalysen: Perkin-Elmer~Elemental Analyser 240,

im mikroanalytischen Labor

Aktivitatsmessung: Fliissigszintillationszahler BF 8000
der Firma Berthold mit Tischrechner

HP 9815 A der Firma Hewlett-Packard

Szintillationsldsung: a) 10 g PPO (2,5-Diphenyloxazol,
Merck 2946), 0.5 g POPOP (1,4-bis-
2~ (4-Methyl-5-phenyloxazolyl)-benzol,
Merck 7249) und 50 g Naphthalin in
einem Gemisch von 830 ml Dioxan
und 170 ml Ethylenglykolmonomethyl-~
ether
b) Agua-Luma der Firma Baker
Volumina der Probenlosungen:
4 ml (mini vials), auBer bei den

82)

Cog-Bestimmungen nach Frohofer
(15 ml) und bei farbigen Proben

(10 ml)

Radiogramme: ‘Dinnschichtscanner LB 2720 der
Firma Berthold in Kombination mit
dem MethandurchfluBzihler FH 524

der Firma Frieseke&HoOpfner, sowie
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DC-Scanner LB 2723 und LB 2760

mit angeschlossener Amplifier-High-
Voltage~-Einheit BF 2301 und
Ratemeter-Integrator BF 2305 der
Firma Berthold.

Chromatographie:

09)

a) Die Diinnschichtchromatographie wurde nach Tschesche1

oder mit DC-Plastikfolien 0.2 mm Kieselgel der Firma
Schleicher&Schiill, Laufstrecke 10 cm, durchgefiihrt. Die
angegebenen RF—Werte beziehen sich auf letztere. Fiur die
Aufnahme von Radiogrammen wurden die Plastikfolien mit
Tesafilm auf Glasplatten befestigt und in der Regel mit

60 mm/h (Dampfung 50 s), Schlitzbreite 1 x 20 mm, vermessen.
Die Ilokalisierung erfolgte auBlerdem mit authentischer
Vergleichssubstanz im UV-Licht oder durch Ansprihen mit
konz. Schwefelsdure und anschlieBendes Erhitzen auf 140°C.
Hiermit nicht anfarbbare Carbonsauren, z.B. Bernsteinsaure,
wurden durch Bespriihen mit 0.04%iger ethanolischer Brom-

phenolblauldsung (pH 8)73) und Erhitzen oder durch Stehen-

lassen in der Jodkammer sichtbar gemacht.

b) Zur praparativen Schichtchromatographie wurden 100 g

Kieselgel 60 PF oder 60 PF (Merck) in 280 ml

254 2544366

destilliertem Wasser aufgeschldmmt und auf vier Glasplatten
der GroBe 20 x 20 cm gleichmdBig verteilt. Nach Trocknen

an der Luft (ca. 2 Tage) wurde mit Methanol entwickelt

und eine Stunde bei 120°C aktiviert. Sichtbarmachung wurde
meist durch UV-Beleuchtung erreicht, bei aktiven Substanzen
durch DC-~Scanning. Die radiocaktiven Zonen wurden mittels
eines speziellen Laborstaubsaugers direkt in die Extraktions-
hiilse befdrdert. Die Isolierung erfolgte durch Elution

mit ca. 500 ml eines geeigneten Lésungsmittels‘(i.a. Methy-
lenchlorid, System J2 oder Methanol) und mehrfache Filtra-
tion durch Watte/Kieselgur.



c) Als Tragermaterialien fiir die Sdulenchromatographie

wurde Munktell's Cellulose Pulver, Kieselgel der Firma Woelm
(KorngroBe 0.063-0.1 mm), Sephadex G 10 der Firma Pharmacia
und das Anionenaustauscherharz Dowex 1 X 1 (50-100 mesh)

der Firma Roth verwendet.

Laufmittelsysteme:

System A Butanol/Eisessig/Wasser (12:3:5)

System B 'Cyclohexan/Essigester (1:1)

System C Cyclohexan/Essigester (2:3)

System D Cyclohexan/Essigester (85:15)

System E Benzol/Dioxan/Eisessig (90:25:4)

System F : Chloroform/Ethanol (9%:7)

System G : Methylenchlorid/Aceton (100:1)

System H : Benzol/Aceton (8:2)

System 31: Chnloroform/Methanol/Wasser (65:25:10)
(untere Phase)

System J2: Chloroform/Methanol/Wasser (65:35:10)
(untere Phase)

System K : Chloroform/Aceton (8:2)

System L : Essigester/Pyridin/Wasser (360:100:115)
(obere Phase)

System P : Petrolether/Methylenchlorid/i-Propanol (90:5:5)

Abkiirzungen:

DC : Diinnschichtchromatographie

ER : Einbaurate

Frgw. : Frischgewicht

Glc : Glucose

PscC : praparative Schichtchromatographie

SC : Saulenchromatographie

Rot.V. : Rotationsverdampfer

RT : Raumtemperatur



h.2,. Synthetische Arbeiten

4,2.,1. Synthesen von Ausgangs- und Vergleichssubstanzen

In der Literatur nicht beschriebene physikalische oder
spektroskopische Daten werden bei der jeweiligen Ver-

bindung angefihrt.

5-Hydroxylavulinsdure (HKV, 7)

83)

a) Synthese nach Lartillot und Baron , Formelschema S. 35

. 4 A
2-Acetylbernsteinsadurediethylester (gg)*io’

durch Kondensation von Acetessigsaureethylester und
Chloressigsaureethylester mit Natriummethylat

3-Bromacetylbernsteinsidurediethylester, Rohprodukt (gé)lll)

durch Bromierung von 25

83)

5-Bromlavulinsdure (27)
durch Stehenlassen von gé mit einem 1/1-Gemisch von
saure uisessig

, 1

5-Hydroxylavulinsaure (_7_)85 12)

durch Erhitzen von Ez mit Wasser

b) Synthese nach Schlossberg et a1.66), Formelschema S. 35

5-Hydroxylédvulins&dure (7)
durch Diazotierung von 5-Aminolavulinsadure (ALA) und Ver-

kochen des entstandenen Diazoketons mit Wasser

Daten der 5-Hydroxyldvulinsdure (7):

Fp.: 101°cC, Rp-Werte (J,): 0.25 und (A): 0.67

IR (KBr): 3430, 3380 (s, vOH); 3020 (m, breit, VbH—intram,)5
2930 (m,'vCH); 1725, 1690 (s, vC:O); 1450, 1430 (m, SCH);
1405 (s, § 5)5 1315 (s, V_gp)s 1225, 1210 (m); 1155 (w);
1125 (m); 1090 (s); 1010 (s); 930 (m); 740 (w); 640 (s) em™ L.

1
H-NMR (90 MHz, [D6}Aceton/TMs): 8§=2.70 (m, L4H, CH,-2,3),
k.28 (s, 2H, CH,-5), 5-7 (breit, 2H, OH und COOH).
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5c.nMR (22.63 Milz, 120D30D mit wenig D,0/TMS): 6=212.0 (C-4),

177.15 (C-1), 68.4 (C-5), 33.7 (C-2), 28.4 (C-3).

5—Hydroxylévulinséure—p~bromphenacy1esternaCh 113)

durch Reaktion von Natrium-5-hydroxylavulinat mit

p-Bromphenacylbromid

Fp.: 102°cC, Ryp-Werte (C): 0.35 und (K): 0.42

IR (KBr): 3480 (m, va); 3000, 2960, 2930 (w, va); 1735
(m, Ve-o, Eater) 1700 (s. Vi _o); 1580, 1570 (m, Vi _.);
1425 (m, 5CH2); 1370, 1320 (m, 6OH); 1280 (w); 1240, 1230 (m);

1190, 1180 (s); 1130 (w); 1100, 1070, 1010 (m); 820 (m,

¥eH-p-disubst.)’ 7221 725, 650 (w) em™ 1.

L-NMR (90 MHz, [D6]Aceton/TMS): §=2,80 (m, L4H, CH2-2,3),

h.2h (s, 2H, CHy-5), 5.19 (s, 2H, Ester-CH,), 7.76 ("d", 2,
m-Protonen), 7.94 ("d", 2H, o-Protonen) ppm.

3¢ nmr (22.63 MHz, CDC1,/TMS): &=207.9 (C=4), 191.1 (C-1'),
171.8 (c-1), aromatischeJC—Atome: 132.8 (C-1), 132.4 (2 C-3),
129.3%3 (2 C=2 und C-4), aliphatische C-Atome: 68.2 (C-5),

66.1 (Ester-C), 39.9 (C-2), 27.5 (C-3),

66)

5-Hydroxylavulinsidure-2,4-dinitrophenylosazon

durch Reaktion von 7 mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin

88)

5-Benzyloxylédvulinsdure (24) , Formelschema S. 36

durch Reaktion von 27 mit Natriumbenzylat
Fp.: 75°C, Rp-Werte (P): 0.26 und (J ): 0.71

IR (KBr): 3000 (m, breit, V,.); 3070, 30%0, 3030 (m, Vhryl-CH);
2930, 2880 (m, V(,); 1730, 1710 (s, v._g); 1500 (wy Vie_o)s
1470, 1450 (w); 1420 (m, SCHZ); 1390, 1355 (w); 1310 (s, §
1220 (m, ~..); 1150, 1135 (m); 1100 (s); 990, 965 (w);

CcO 1
920 (m); 750, 645 (m) cm .

on)
740 (m, K‘CH—monosubs*t.);
lgonvm (90 MHz, CDClB/TMS): 8=2.75 (m, 4H, CH2—2,3), 4,15
(s, 2H,‘CH2;5), 4,65 (s,v2H, Benzyl-CH,), 7.45 (s, 5H,
arom. Protonen), 10.9 (s, 1H, COOH).



Protoanemonin (1), Anemonin (2)

2)

Synthese nach Grundmann2 , Formelschema S. 9

a-Angelikalacton (1&)114)

durch Lactonisierung und Dehydratisierung von Lavulin-

sdure (8) mit Phosphorsdure

3 ,4-Dibrom-y-valerolacton (12)21) (Rohprodukt)
durch Bromierung von 11

Protoanemonin (i)zg)

durch zweifache Dehydrobromierung von 12 mit Chinolin

Anemonin (2)
durch Stehenlassen des Protoanemonins (1) und Ausfdllen des
Dimeren (2) mit Ethanol und Herausldsen mit heiBem Methylen-

chlorid

Fp.: 151°C, R_-Werte (B): 0.4% und (K): 0.72

Eine HPLCmAnaiyse zeigte, daBl es sich bei der Substanz

um eine einheitliche Verbindung (1,2-trans~Isomeres) handelte.
Moriarty et al.iS) fihrten als Erklarung fiur die Stereo-
selektivitat der thermischen Cyclodimerisierung die Stabi-
lisierung des im ﬁbergangszustand auftretenden Diradikals
{(bessere Elektronendelokalisierung) und geringere destabi-

lisierende Dipol-Dipol-Wechselwirkungen an.

IR (XKBr): 3510, 3190 (w); 3110, 3090 (m, va); 3020, 2980 (w);
1770 (s, Vo_o)5 1600 (m, v, _.); 1440, 1335 (w); 1250, 1230
(m); 1180, 1150 (m); 1140, 1120 (s); 940 (m); 905 (s);

890, 835, 825 (m); 815 (s); 740 (w); 705 (m) cm L.

"H-NMR (90 MHz, [D]Aceton/TMS): 8=2.50 (m, 20 Linien, A4H,

Cyclobutanringprotonen), 6.19 (d, J=6 Hz, 2H, a-Protonen),
8§.12 (d, J=6 Hz, 2H, B~Protonen).

B3R (22.65 MHz, CDC1,/TMS): §=171.0 (Lacton-C), 155.5

(B-C), 121.15 (a-C), 90.4 (substituierte Cyclobutan-C),
23.9 (Cyclobutan»CHQ).



- 54 -

4 ,5-Dioxovaleriansidure (DOVA)

a) Synthese nach Wolff91), Formelschema S. 39

)90}

3,5-Dibromldvulinsdure (34

durch Bromierung von Lavulinsdure (8)
4 ,5-Dioxovaleriansaure
durch Reaktion von 34 mit Wasser

71,72)

b) Synthese nach Heilmeyer Formelschema S. 39

5-Benzylidenldvulinsaure (22)115)

durch basenkatalysierte Reaktion von Lavulinsdure (8)
mit Benzaldehyd
71,72)

4 ,5-Dioxovaleriansaure
durch Ozonisierung von 35 und reduktive Spaltung des

Ozonids mit Pd/CaCOB/Wasserstoff

¢) durch Oxidation der 5-Hydroxyldvulinsdure (7) mit

. %92, 93, S4)
Kupfer(II)acetat nach Zincke”™? K

Die Sdure (DOVA) ist bei Raumtemperatur hellgelb und hoch-
viskos, bei -20°C glasartig. Sie wurde durch zweifaches
Auftrennen an Kieselgel mit dem System A gereinigt:
R_-Werte (Jl): 0.3%32 und (A): 0.86. Die spektroskopischen

F
Daten waren in Ubereinstimmung mit denen von Heilmeyer71).

71)

4 ,5-Dihydroxyiminovaleriansaure

durch Reaktion der 4,5-Dioxovaleriansadure mit Hydroxyl-

aminhydrochlorid

Fp.: 127°C, Ry-Werte (E): 0.46 und (J,): 0.61.

F

IR (XBr): 3400 (s, breit, VbH); 2940 (s, VbH); 1700 (s, VbO);

1500 (w); 1440, 1410 (s); 1350,1310 (w); 1250, C_O);

1170, 1045, 1025 (w); 950 (s); 855, 810 (w); 740 (m);
-1

650 (w) cm .

THonMr (90 MHz , {D6]Aceton/TM5): §=2.71 (m, 31 Linien, L4H,

CH2-2,3), 7.67 (s, CH-5), 8.44 (s, CH-5), 10.58 (s, breit,
3H, COOH- und NOH-Protonen). Die Signale fir das H-5 haben

ein Intensitdtsverhdltnis von 4 (7.67):1.



Isomere der 4,5-Dihydroxyiminovaleriansdure

Bereits das 1{-NMR—Spektrum deutete darauf hin, dafBl es
sich bei dem DOVA-Derivat um ein Gemisch zweier Isomere
handelte (zwei Signale fir H-5). Bei dem unsymmetrischen

Dioxim sind theoretisch vier verschiedene Isomere denkbar:

ol o
i |

N%»:I\¢/“\COOH HO/N§V/L\//“\COOH
syn anti

H _OH ' HO

x COOH HO S COOH

amphi~-T amphi-TT

13CmNMR—Spektrums

Die Aufnahme des 1H—breitbandentkoppelten
ergab 10 Signale fir die 5 C-Atome mit den Intensitatsver-

hdltnissen 4.39, 4.64, 4.77, 4.50 und 3.15 (iiberlappend):

HO
OH \P
. ik ﬁic
1612 264 17553(3}4
on n-OH
;’\,;\ 156.4 312
16805 203 176950H

[ T T !
176.7 156.6 1412 1 3
176.5 151.9 33%2 203 .
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Fiir die Resonanzen bei 141.2 ppm und 148.05 ppm wurden dim
1H-Off~Resonance—Spektrum Dubletts erhalten, so dall sie den
C-Atomen 5 der beiden Isomere zugeordnet werden konnteh*). Die
Signale bei 20.3%, 26.4, 31.2 und 32.1 ppm ergaben Off-Reso-
nance-Multipletts, die iibrigen zeigten keine Aufspaltung.

Eine Inkrementabschétzung116) fir die CH2—0H2~Gruppierung

mit der Ethanverschiebung (5.7 ppm) als Basiswert ergab die
beste Ubereinstimmung mit den gemessenen Wertepaaren, wenn
man das amphi-I- und das syn-Isomere zugrundelegte und wenn
man die Carboxylatinkremente verwendete (die COOH-Inkremente

ergaben Verschiebungsdifferenzen 60_2—50_3, die um den Wert

2.9 ppm kleiner waren):

amphi-T syn
Ethan 5&7 5.7 5‘7 507
Zeo0- 3¢5 2k .5 3.5 24 .5
Ly
Ze_y_noon  11-7 0.6 16.1 4.3
Zesnoon 0.6 1.8 0.6  -1.8
sberechnet 21.5 29.0 25.9 52.7 ppm
Spemessen  20°3 31.2 26.4 32.1 ppm
(in 2cD_0D)

3

Unter der Voraussetzung, daB die Additivitatsbeziehung Gil-
tigkeit besaB, handelte es sich demmnach um ein ~4.,5:1~Gemisch
von amphi-I~ und syn-Isomerem, das sich chromatographisch

71)

nicht auftrennen lieB (eine von Heilmeyer durchgefiihrte

Hochspannungselektrophorese ergab ebenfalls nur eine Bande).

ﬁ—Pentaacetylglucose117)

durch Reaktion von D-~Glucose mit Natriumacetat/Acetanhydrid

Egsigsaure~, Propionsaure-, Buttersaure~-, n-Valeriansaure-
113)

p-bromphenacylester

aus dem Natriumslz der Carbonsaure und p-Bromphenacylbromid

118)

Silbervalerat

aus Natriumvalerat und Silbernitratlosung

%)

Eine Oxim-Nitroso-~Tautomerie war daher auszuschlieBen.



4,2.2. S-Hydroxy[l—iéc]1évu1inséure88)

Formelschema s.5. 37

ho2.2.1. augenzyloxyessigséureethylesteri19)

In einem 1-1-Dreihalskolben mit KPG-Ruhrer, Tropftrichter
und RiickfluBkiihler werden 1000 g (9.25 Mol) Benzylalkohol
vorgelegt und bei RT 66 g (2.87 Tom) Natrium in kleinen
Stiicken unter kradftigem Rilhren hinzugefiigt. Der Kolben-
inhalt erwdrmt sich dabei stark, so dafl sich das entstehende
Natriumbenzylat im Benzylalkohol lost. Nachdem alles
Natrium zugegeben ist, 1aBt man abkiihlen und tropft 246 g
(2.01 Mol) Chloressigsadureethylester zu. Die Mischung ver-
farbt sich unter starker Erwarmung. Anschliefend rihrt

man 20 Stunden bei 9006. Nach dem Abkiihlen fiigt man etwa

1 1 Ether hinzu, filtriert vom Natriumchlorid-Niederschlag
ab und widscht ihn mehrere Male mit Ether. Die vereinigten
Ether/Benzylalkohol-Phasen werden vier Mal mit 100 ml-Por=-
ticnen Wasser extrahiert. Der Ether wird abrotiert und der
Riickstand wird im Wasserstrahlvakuum Uber eine 20-cm-Vigreux-
Kolonne destilliert. Nach einem Vorlauf (Benzylalkohol,
Kploz 91.5°C) geht der a~-Benzyvloxyessigsaureethylester bei
KPIO: 1390m1420C tiber. Durch Umesterung gebildeter oa~Benzyl-
oxyessigsaurebenzylester folgt bei Kp: 2100-213006

Ausbeute: 100.5 g

entspricht 26% bezogen auf Chloressigester.

b.2.2.2. h-Benzyloxyacetessigsdureethylester (§§)
In einem 2-~l-Dreihalskolben mit KPG-Rihrer, RickfluBkiihler

und Tropftrichter wird eine Natriumsuspension in der iblichen
Weise aus 500 ml absolutem Toluol und 23 g (1 Tom) Natrium
hergestellt. Nachdem 46 g (1 Mol) trockenes Ethanol zuge-
tropft worden ist, wird der RiickfluBkiithler gegen eine Des-
tillationsbriicke ausgetauscht. Ein Gemisch von 100,5 g

(0.52 Mol) a-Benzyloxyessigester und 133 g (1.51 Mol)

Essigester wird nun iber eine Stunde zugefiigt, wobei der

Kolbeninhalt langsam auf 100°¢C aufgeheizt wird. Wahrend
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einer 5-stindigen Reaktionszeit destillieren ca. 100 g
eines Ethanol/Essigester-Gemisches ab. Nach dem Abkiihlen
saduert man mit 2 n Salzsadure an, trennt die Phasen, ethert
aus, wascht mit 5%iger Natriumcarbonatldsung und Wasser
und trocknet iUber Natriumsulfat. Durch fraktionierte
Destillation im Hochvakuum werden nach einem Vorlauf wvon
Acetessigester (Kp, : 30°C) 56 ¢ (0.237 Mol) des bei
KPODB: 135°C siedenden L4-Benzyloxyacetessigesters (28)

erhalten. Dies entspricht 46% bezogen auf eingesetzten

4.,2.2.3. h-Benzyloxyacetessigsdureethylester-ethylenacetal

56 ¢ (0.237 Mol) 4-Benzyloxyacetessigsdureethylester (28)
werden in 100 ml Benzol mit 50 mg p-Toluolsulfonsdure und
30 g (0.48 Mol) Ethylenglykol in einem 250-ml-Kolben mit
Wasserabscheider erhitzt. Nach 20 Stunden hatten sich 5 ml
(0.28 Mol) Wasser gebildet. Zu der abgekiihlten Reaktions-
mischung gibt man 40 mg kristallines Natriumcarbonat und
rithrt noch eine Stunde bei RT. Das Benzol wird am Rot.V.
abgezogen und der Rickstand in eine Mikrodestille tuberge-
fithrt. Die fraktionierte Destillation im Olvalkuum ergibt
nach einem Vorlauf wvon Glykol (Kpo.gz 50°C) das bei KPO.B:
13000 siedende Acetal 29 als nur wenig verunreinigtes

01 (1H—NMR). Zur spektroskopischen Untersuchung werden

300 mg itber PSC mit System G aufgetrennt und ergeben 220 mg

reines 29.

Ausbeute 37.7 g (0.13 Mol) Acetal 29 entsprechend 55% bezogen

auf eingesetztes 28.

IR (CC:LZi): 3070, 3030 (Wa'\/jj‘ ); 29805 2900 (ma VC );

ryl1-CH H

1800 (m); 1740 (s, V. .); 1450 (m, & ); 1370, 1350, 1330,
C=0 CHo

1200 (m); 1110, 1040 (s); 950 (m); 695 (m, y. .
1

monosubst.,

H-NMR (60 MHz, CClQ/TMS): é6=1.23%3 (t,J=7H=z, 3H, Ester-CHs)

) cm .

7

2.68 (s, 2H, CH,-2), 3.53 (s, 2H, CHy-4), 3.98 (s, 4H, Acetal-

protonen), 4.11 (q,J=7Hz, 2H, Ester»CHz), 4.60 (s, 2H,
Benzyl-CHz), 7.38 (s, 5H, arom. Protonen).



4.2,2.4. 1-Benzyloxy-4-hydroxy-2-butanon-ethylenacetal (30)

In einem 500-ml-Zweihalskolben mit Magnetriihrer, Tropftichter
und RiickfluBkiihler mit Trockenrohr werden 5.7 g (0.15 Mol)
Lithiumaluminiumhydrid in 100 ml Ether vorgelegt und eine
Losung von 37.7 g (0.13 Mol) 29 in Ether so zugetropft, daB
das Losungsmittel mafig siedet. Anschlieflend refluxiert

man noch 4 Stunden und zersetzt iiberschiissiges Reduktions-
mittel vorsichtig und unter Kihlung mit nassem Ether und
Fiswasser. Das Neutralisieren erfolgt mit 10%iger Schwefel-
saure bis pH 7.5. Schwierigkeiten bei der Phasentrennung,
hervorgerufen durch voluminoses Aluminiumhydroxid, konnen
durch Natriumchliorid- und Etherzugabe sowie langeres
Stehenlassen der Suspension im Scheidetrichter aufgehoben
werden. Die vereinigten organischen Phasen werden iiber
Natriumsulfat getrocknet. Nach Abziehen des Ethers und
Ethanols bleiben 31.1 g roher Alkohel 30 zurilick. Das Produkt
wird zur Tosylierung ohne weitere Reinigung eingesetzt.
Zwecks spektroskopischer Untersuchung wurde eine Auftrennung

des Gemisches iiber PSC mit dem System B durchgefiihrt.
Ausbeute (Rohprodukt): 31.1 g (0.31 Mol) entsprechend 97%.

Hofrei)i 3070, 3030 (w,
Vipyiocpy)? 2960, 2940, 2890 (s, vgp); 1760 (w); 1490 ()
1450 (m, 8., )3 1400, 1360, 1340 (m); 1280, 1250, 1090 (m);
1100, 1075, 1040 (s, Vi_o)i 95 (m); 695 (s,
1

IR (CClQ): 357C (m, scharf, V.

XbH-monosubst)cm'
H-NMR (60 MHz, CCL,/TMS): §=1.92 (t,J=6Hz, 2H, CH,-3),

2.59 (s, 1H, OH), 3.42 (s, 2H, CH2~1), 3.67 (t,J=6Hz,

CH2~4), 4,02 (s, 4H, Acetalprotonen), 4.60 (s, 2H, Benzyl-

CH2)9 7.39 (s, 5H, arom. Protonen).

4,2.2.5. 1 Benzyloxy-b~-(p-toluolsulfonyl)~-2~-butanon-ethylen—
acetal (31)
31.1 g (0.13 Mol) 30 werden in etwa 150 ml Pyridin p.A.

gelost und mit Trockeneis/Aceton auf »3506 heruntergekiihlt
und mit einem leichten UberschuB von 27 g (0.14 Mol)

p-Toluolsulfonsaurechlorid behandelt. Die portionsweise



Zugabe des Sdurechlorids erfolgt so, dafl die Temperatur
zwischen —BOOC und ~350C bleibt. Uber einen Zeitraum von
3 Stunden 1laBt man bis auf 0°c erwarmen. Ausgefallenes
Pyridinhydrochlorid wird durch Zugabe von etwa 80 ml Eis-
wasser wieder aufgeldst. Das Pyridin/Wasser-Gemisch wird
finf Mal mit 1006-ml Portiomnen Chloroform extrahiert und
die vereinigten Phasen am Rot.V. eingeengt. Mehrfaches
azeotropes Abrotieren mit Benzol entfernt Pyridinreste
aus dem Rohprodukt, das direkt zur Finkel'stejn-Reaktion
mit Lithiumbromid verwendet wird. Reines Produkt 31 wird
iiber PSC mit dem System G als farbloses, nicht kristalli-

sierbares Gl\erhalteng
Ausbeute (Rohprodukt): 48.61 g (0.124 Mol) entsprechend 91%.

1735 (w); 1595, 1490 (w, Vo_o); 1450 (m); 1370 (s, Vg4 o)
1300, 1290 (w); 1190, 1180 (s); 1100 (s); 1040, 965, 945 (m);

900, 840 (w); 695, 660 (s, yop) cm .

IR (CClé): 3070, 3030 (w,

ly-nMR (60 MHzZ, CC1,/TMS): 6=2.04 (t,J=7Hz, 2H, CH,-4),
2.41 (s, 3H, Toluol-CHB), 3.30 (s, 2H, CH2_1), 3.87 (s,

4y, Acetalprotonen), 4.11 (t,J=7Hz, 2H, Cngé), 4,50 (s,
2H, Benzyl—CHz), 7.34 ("d",J=8Hz, 2H, m-Protonen der Tosyl-
gruppe), 7.37 (s, 5H, arom. Protonen der Benzylgruppe),
7.82 ("d",J=8Hz, 2H, o-Protonen der Tosylgruppe).

4.2.2.6. 1-Benzyloxy-4-brom-2-butanon-ethylenacetal (32)

13.8 g (0.16 Mol) wasserfreies Lithiumbromid wird in 200 ml
trockenem Aceton geldst und mit 48.61 g (0.124 Mol) 31
sowie 0.5 ml Triethylamin versetzt. Nach etwa 30-minlitigem
Refluxieren springt die Reaktion unter Abscheidung von
Lithiumtosylat an. Um Siedeverzige zu verhindern, wird

hin und wieder abfiltriert; der Umsatz ist nach 4 Stunden
beendet. Hach dem Abdestillieren des Acetons fallt wei-
teres Salz aus, insgesamt 17.43 g (0.12 Mol) Lithiumtosylat.
Das rohe Bromid 32 wiegt 33.55 g. Ein Destillationsversuch

in der Mikrodestille war nicht erfolgreich (Verunreini-



gungen wurden mit dem Produkt iberdestilliert), so daB
die Substanz vor dem Einsatz in der Grignard-Reaktion
durch PSC mit dem System G gereinigt wurde. Hieraus er-
rechnet sich die Ausbeute des letzten Schrittes zu

2%3.5 g (0.08 Mol) entsprechend 63%.

CH-Analyse (%) C13H17Br05 (301.19):

Ber. C 51.84 H 5.69 Gef . C 52.03 H 5.79

RF—Werte (GQ): 0.77 und (D): 0.55

IR (6614): 3060, 3030 (w, Vﬁryl—CH); 2960, 2920, 28680,
2860 (s, va); 1725 (w): 1490 (w); 1450 (m); 1340, 1320,
1290, 1260, 1220, 1170 (m); 1090 (s, v, _,); 1050, 940,
865 (m); -1

695 (s, XbH-monosubst,) cmo .
1

H-NMR (60 MHz, CC14/TMS): §=2.29 (t,J=7Hz m. Feinaufspaltung,
2H, CHy-3), 3.38 (s, 2H, CHy-1), 3.39 (t,J=7Hz m. Feinauf-
spaltung, 2H, CH2—4)% 3.98 (s, 4H, Acetalprotonen), 4.60

(s, 2H, Benzyl-CHg), 7.39 (s, 5H, arom. Protonen).

MS (70 eV, 180°C): 193 (25%) M+—CH2€H2Br, 180/182 (28%),
0 + 0 +

179/181 (100%) M —CH20SH206H5, 135/137 (42%) M ~C14H15051

107/109 (50%) CH,CH,Br ", 99 (38%) C5H702, 91 (68%) Tropy-

liumkation, 80/82 (7%) HBr ', 79/81 (3%) Br' , 65 (25%),

55 (25%), 51 (22%), 41, k2, 43 (23%).

h,2,2.7. 5~Benzyloxy[1~140]lévulinséure—ethylenacetal (33)

In einem mit RickflufBkihler, Tropftrichter und Magnetriihrer
versehenen 100-ml-Rundkolben werden 1.57 g (5.21 mmol) 32,
die zuvor lingere Zeit im Olvakuum getrocknet worden waren,
in 17.5 ml absolutem, frisch destilliertem Tetrahydrofuran
geldst und mit 194.4 mg (8 mmol) Magnesiumspadnen unter
Argon zur Reaktion gebracht. Zum Anspringen der Reaktion,
wie auch zur Erhohung der Ausbeute an Grignard-Reagens

wird die Losung unter Rickflufl gekocht. Bevor der Reaktions-
kolben B an die nachfolgend abgebildete Apparatur ange-
schlossen wird, wird mittels DC kontrolliert, ob sich

alles Bromid umgesetzt hat. In diesem Fall erscheint der



rote Fleck (konz. Schwefelsaure) des durch Hydrolyse ent-
standenen, polareren 1-Benzyloxy-2-butanon-ethylenacetals

(CH-Analyse, TR, ‘H-NMR, R, (G): 0.46 und (D): 0.46).

f%t

=T
7 /ﬁk/g
| CF

S Olpumpe

P

Im Kolben A der Apparatur zur Erzeugung von 14CmKohlen«
. . .120)
dioxid

(Amersham Buchler) (20.9 mCi/mmol), das, um einem Zer-

befinden sich 47 mg (5.0 mCi) Barium[lqc]carbonat

stéduben beim Zutropfen der Saure vorzubeugen, mit Glas-
perlen iiberschichtet worden ist. Der Tropftrichter enthilt
10 ml konzentrierte Schwefelsdure. Nachdem die Grignard-
Losung (Kolben B) auf -192°C gekiihlt worden ist, wird das
ganze System mit einer Olpumpe auf 0.01 Torr evakuiert,
das 146_Koh1endioxid freigesetzt und durch die auf ~7800
gekiithlte Trockenfalle in den Kolben B einkondensiert. Man
l1abt auf RT erwarmen, absorbiert nach Druckausgleich
Restaktivitaten mit einer Ba(OH)Z/BaClZ—Lésung (s.5. 72 u.)
und hydrolysiert mit 10 ml einer gesadttigten Ammonium-
chloridlosung. Nach Filtration und Phasentrennung wird

mehrfach mit Tetrahydrofuran extrahiert. In der organischen
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Phase befinden sich 4.51 mCi, in der wassrigen 0.232 mCi.
Eine Auftrennung des Gemisches durch PSC mit System B
ergibt 1.415 mCi radiochemisch reines (System G, P)
5—Benzyloxy[1-146]lévulinséure—ethylenacetal (33). Die
Substanz iéﬁt sich in Methylenchlorid bei -20°C fiir eine
lange Zeit unzersetzt aufbewahren. Die physikalischen
und spektroskopischen Daten wurden mit der aus inaktiven

Vorversuchen stammenden Saure 22 erhalten.

CH-Analyse (%) C14H1805 (266.28):
Ber. C 63.15 H 6.81 Gef. C 63.40 H 6.80

Fp.: 62.5°C (n-Hexan), die Nadeln zerflieBen beim Auf-

bewahren bei RT.

RF~Werte (P): 0.3%1 und (Jl): 0.71

IR (KBr): 3000 (m, breit, Vo ); 2970, 2900, 2860, 2800
(s, Vo) 1705 (s, Vi_g)s 1600, 1580 (w, vi_.); 1495, 1470,
1450, 1410 (m, 6CH2); 1360, 1350 (m); 1270 (s); 1240, 1225,
1180, 1130 (m); 1105 (s)j; 1090, 1075 (m); 1100, 1090 (s, §
950 (s); 930 (w); 880 (s); 820, 830 (w); 750 (s), 700 (s,

); 680, 625 (m) cm_l.

C-O);

XbH—monosu'bst.

THoNMR (60 Mz, CDCL/TMS): 6=2.27 (m, 4H, CH,-2,3), 3.40

(s, 2H, CH2~5), 3.96 (s, 4H, Acetalprotonen), 4.60 (s, 2H,
Benzyl—CHZ), 7.37 (s, 5H, arom. Protonen), 10.1 (s, 1H,

Saureproton).

4,2,2.8. 5»Benzy10xy[1~14C]1évulinséure (24)

Zur Acetalspaltung werden die 1.415 mCi 33 in einem Gemisch
von 15 ml Dioxan und 10 ml Wasser gelost, mit 0.5 ml kon-
zentrierter Salzsdure versetzt und eine Stunde refluxiert.
Nach dem Abkiuhlen wird das Losungsmittel bei niedriger
Temperatur abgezogen und zur Entfernung der Salzsdure

finf Mal mit 20 ml Wasser eingeengt. Der Riickstand wird

in wenig Ethanol aufgenommen und durch PSC wmit dem System P
aufgetrennt (acetalisierte (33) und nicht acetalisierte

Verbindung (24) lassen sich mit diesem Laufmittel an



20 x 20 cm-Fertigplatten voneinander trennen). Es werden
39.8 mg (0.87 mCi) B-Benzyloxy[1—14C]1évulinséure (4.5 mCi/
mmol, ermittelt durch Titration, radiochemische Reinheit
96%) isoliert. Die physikalischen Daten der aus inaktiven
Vorversuchen erhaltenen Verbindung gﬁ sind ddentisch mit
der aus 5-Bromlavulinsaure (31) synthetisierten Substanz

(s.8. 52 u.).

71.77 pCi 5~Benzyloxy[1~14c}1évulinséure werden mit 0.3%2 ml
einer 0.05 n Natriumhydroxidlosung gegen Phenolphthalein
titriert. Dies entspricht 3.55 mg Siure 24 mit der oben
angegebenen spezifischen Aktivitat. 62,84 nCi des wasser-
16slichen Natriumsalzes werden fiir die Applikation 4.3.4.6.
verwendet.

1401

4.2.2.9. 5—Hydroxy[1~145}lévulinséure ([1- HKV)

In einem 100-ml-Kolben mit Magnetrihrer werden 797.28 rcCi
5=§enzyloxy[1~1&C}lévulinséure in 4 ml Essigester geldst,
mit 40 mg Palladium/Aktivkohle (10%) versetzt und an die
Hydrierapparatur angeschlossen. Nach 8 Stunden (Verbrauch
45 ml Wasserstoff bei nicht vorhydriertem Palladium) wird
durch Radiodiinnschichtscanning (System JI) festgestellt,

dafl 96% der aufgetragenen Aktivitdt beim R_~Wert des pola-

reren Produktes 7 lokalisiert sind. Die Enifernnng der
4% Ausgangssubstanz erfolgt durch PSC mit dem System Jl,
Nach Elution der Kieselgelzone mit 600 ml Losungsmittel-
gemisch J2 und Filtration durch Watte/Kieselgur werden

433 pcCi S—Hydroxy[1-1QC]lévulinséure (4.2 mCi/mmol, radio-

chemische Reinheit (J A) 99%) disoliert. Dies entspricht

2
einer radiochemischengﬁesamtausbeute von 8.66% bezogen
aul eingesetztes Barium[léc]carbonat, Dieser Wert kann
sicherlich als untere Grenze angesehen werden. Optimierungs-
reserven miflten in der4rein technischen Durchfihrung
1

der Reaktion mit dem "C-Kohlendioxid und in den einzel-

nen Trennverfahren liegen.,
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Zur Derivatisierung werden 1.12 pCi neutralisiert und mit
einer Spatelspitze p-Bromphenacylbromid 1 Stunde in wadssrigem
Ethanol refluxiert. Radiodiinnschichtscanning zeigte neben

dem Ausgangsprodukt 5»Hydroxy{1~14C]1évulinséuremp-brom—

phenacylester (RF-Werte (CY: 0.35 und (K): 0.42,

)

14C]HKV)66 .

h.2.3. 5—Hydroxyf4—146]1évulinséure ([4-

Formelschema S. 35
250 uli S—Aminc[%wlgc]1évuliﬂséurehydrochlorid {(Amersham
Buchler) (58 mCi/mmol) werden mit 5.7 mg inaktivem Hydro-
chlorid verdunnt, so dafl eine spezifische Aktivitat von
6.5 mCi/mmol resultiert. Die in der Ampulle befindlichen
Substanzen werden durch Zugabe von 0.250 ml 1 n Schwefel-
saure gelost und in Eis gestellt. Unter Stickstoff erfolgt
nun die tropfenweise Zugabe von 25 mg (0.36 mmol) Natrium-
nitrit in 0.5 ml Wasser. Es tritt Gasentwicklung und
Farbung der Losung ein. Man 1abt tUber 25 Minuten auf RT
erwarmen und erhitzt noch 5 Minuten auf 10000. Nach dem
Abkihlen pipettiert man die jetzt wieder farblose LoOsung
in einen 50-ml-Spitzkolben, der etwa 10 ml dest. Wasser
enthalt, engt auf 2 ml ein, gibt erneut 30 ml Wasser hinzu
und titriert mit 0.05 n Natriumhydroxidlosung mit einem
pH-Meter (Glaselektrode) auf pH 7.0. Die Auftrennung des
Reaktionsgemisches erfolgt an einer Dowex 1X1-Saule
(15 x 1 cm) in der Formiat-Form (UbergieBen der vom Her-
steller gelieferten Chlorid-Form mit einer 1-molaren
Natriumformiatlosung, bis im Filtrat mit AgNO, kein Silber-~
chlorid mehr ausféllt121)). Nachdem die neutrzlisierte
Losung auf die Sdule gegeben worden ist, eluiert man zuerst
mit 50 ml Wasser (Entsalzung) und anschliefend mit einem
Ameisensdure/Wasser~-Gradienten (1:9, 2:8 usw.). Von den
46 aufgefangenen 3-ml-Fraktionen wird die Aktivitiat be-
stimmt. Die eingesetzten 250 pCi werden 100%ig zuriickerhal-
ten und verteilen sich auf zwei Peaks mit 92.78 und 158 ucCi.

Die 92.78 pCi werden erneut aufgetrennt und ergeben einen



scharfen Peak von 38.59 uCi (radiochemische Ausbeute 15.4%).

Die Identifizierung der E-Hydroxy{4—1&C]1évulinséure erfeolgt
mittels DC mit der {1~14C]HKV als Vergleich sowie durch
Derivatisierung als p-Bromphenacylester (wie beschrieben
unter 4.2.2.9.) mit jeweils zwei Laufmittelsystemen.

Bei den 158 pCi handelt es sich hauptsachlich um [1—14C]—
Bernsteinsdure (Schmelzpunkt, IR, 1H~NMR—Spektrum der bei
inaktiven Kontrollversuchen erhaltenen Substanz, Derivati-

sierung als Bernsteinsdureanhydrid mittels Thionylchlorid),

wie auch Martinek 8) feststellte.

14

ho.2.k, 4,5-Dioxo[1~14c}va1eriansaure, [1-""c]povA, s.S. 40

100 pCi 5-Hydroxy [1-1*C]lavulinsdure (s. 4.2.2.9.) werden
in einem 50-ml-=Kolben mit Magnetriihrer in 1 ml dest. Wasser
geldost. Hierzu gibt man unter Argon 137.82 mg (0,69 mmol)
pulverisiertes Kupfer-ii-acetat-monohydrat, so dab die
Losung an Kupfer~II ubersattigt ist. Man verschlieBt den
Kolben und rithrt 4 Tage unter Argon bei RT. Ein Radiogramm
der mit System A entwickelten DC-Folie zeigt, daf die
B-Hydroxy[1—146]lévulinséure praktisch vollstandig zu~-
gunsten des unpolareren 4,5-Dioxoderivates verschwunden ist.
Die Reinisolierung erfolgt durch PSC mit System A, Extraktion
des Kieselgels mit Methanol liefert 58.72 uCi (58.7%)

41
radiochemischer reiner {(99%) 4,5~Dioxo[1~1%C}valerianséure.

Die TIdentifizierung erfolgt durch chromatographischen
Vergleich sowie durch Derivatisierung als 4,5-Dihydroxy-
imino [1-1%C ]valeriansiure’ ) : ein kleiner Teil der Aktivitit
in 1 ml Wasser wird in eine 12-ml-Schliffampulle (NS 14.5)
gegeben und eine Losung von Hydroxylammoniumchlorid (Uber-
schuB) in Wasser hinzugetropft. Mit 10%iger Natriumbicarbo-
natléosung wird ein pH von 4.0 eingestellt (Glaselektrode).

Man l1laft noch zwel Stunden bei RT stehen und extrahiert

dann fiunf Mal mit je 5 ml Ether. Der chromatographische
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Vergleich bestatigte die Identitat der Verbindung (RF~Werte
S. 54). Unter denselben Bedingungen gebildetes 5-Hydroxy-

[1—146}1évulinséureoxim ist polarer (R_.~Wert (Ji): 0.53)

F
und in Ether weniger gut loslich.

14C]

In jedem Fall muB die [1- DOVA wegen ihrer leichten

71)

Zersetzlichkeit moglichst bald nach der Reinisolierung

appliziert werden.

ko3, Einbauversuche

*.3.1.  Pflanzenexperimente

Alle Einbauversuche wurden mit der zur Familie der Hahnen-
fuBgewdchse (Ranunculaceae) gehorenden Stinkenden Nieswurz
(Helleborus foetidus L.) durchgefiihrt. Es handelt sich
hierbei um eine perennierende Staude, die vor allem in
Mittel~- und Siliddeutschland verbreitet ist. Sie wachst in
Bergwaldern auf steinigen, kalkhaltigen Triften und bliht,
abhangig von der Strenge des Winters, zwischen Februar

und Aprillgz). IThre kraftig grinen Bldatter heben sich

in dieser Jahreszeit vom eintonigen Braun des laubbedeckten

Waldbodens ab und sind daher leicht zu finden.

Die fiur die vorliegende Arbeit benotigten Pflanzen stammen
aus dem Brohltal (Kreis Ahrweiler, Rheinl.-Pf.). Fiir Ein-
bauversuche, bei denen Ranuncosid (5) und Ranunculosid (6)
isoliert werden sollten, wurden blihende Pflanzen wmit Wur-
zeln und umgebenden Erdreich ausgegraben und in Tontopfe
gepflanzt. Die Haltung im Labor war sehr zufriedenstellend.
Zur Applikation wurde jeweils 1 ul der hochaktiven Precursor-

losung unterhalb der Bliiten in die Bliitenstiele injiziert.



Sollte die Metabolisierung der Precursor zu Ranunculin (3),
Isoranunculin (4) und Protoanemonin (1) untersucht werden,
so wurde die weniger aufwendige Aufsaugmethode angewendet.
Hierzu wurden die Pflanzenstengel (meist junge, nicht
blithende Triebe) schrag abgeschnitten und zur Vermeidung
einer Luftembolie direkt in Wasser oder die precursor-
haltige, wassrige Losung gestellt. Ein Vorteil der Methode
liegt darin, daB Aktivitaten, die nicht vom Saftstrom
aufgenommen werden, im Gegensatz zur Injektionsmethode

gemessen werden konnen (AR und somit nicht in die

)
est
Berechnung der Einbaurate eingehen.

4.3.,2, Aufarbeitungen

o e D Cur v oD e em o e S T

k.3.2.1. Anemonin (2), Ranuncosid (5), Ranunculosid (6)

Nach der Injektion des Precursors mit einer Mikroliter-

[#]
vy,
el
Y
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5
-
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spritze (1 ml Restaktivitiat (A )
B *“"Rest’

im Spitzkolben gemessen und von der Gesamtaktivitdat sub-

nyr
M

trahiert (A - A = A ). Nach einer Inkubationszeit
ges Rest appl

von 8 Tagen werden die Bliiten von fiinf Pflanzen abgeschnitten,

ausgewogen (Frgw. z.B. 120 g = 250 Bliiten) und in fliissigen

Stickstoff gelegt. Das nun sprode gewordene Pflanzenmaterial

wird in kleineren Portionen in einen Morser ibergefiihrt,

unter fliussigem Stickstoff zerrieben und anschlieBend

lyophilisiert.

Das aufgefangene Gefriertrocknungsdestillat wird auf seine
Radioaktivitat hin untersucht und zur Isolierung von
Anemonin benutzt (Experiment 4.4.3.3.): hierzu sidttigt man
es mit Natriumsulfat, extrahiert mehrere Male mit Ether,
laBt zur Dimerisierung einige Tage im verschlossenen Kolben
stehen und kristallisiert aus heiBem Methylenchlorid um.
Radiodinnschichtscanning mit System G und System K beweist
durch Vergleich und Kokristallisation mit authentischer

Substanz die Identitat der Verbindung 2.
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Zur Isolierung der Glucoside 5 und é werden die gefrier-
getrockneten Bliiten (40 g = 33% des Frischgewichtes) drei
Mal mit je 330 ml Aceton/Wasser (1:1) extrahiert, die Akti-
vitat Aextr gemessen und nach Acetonentfernung durch
Lyophilisation eingeengt. Man 16st jetzt in Aceton (mit
wenig Wasser), versetzt mit 15 g Munktell's Cellulose
Pulver, rotiert ein und gibt die aufgezogene Substanz auf
eine 400-g-Cellulose-Saule. Die Elution erfolgt mit dem
von Colombo et a1.125) beschriebenen Losungsmittelgemisch L.
Nach einem Vorliauf von etwa 1.5 1 werden 20-ml-Fraktionen
aufgefangen, die mittels DC und durch Radioaktivitats-
messung untersucht werden. Zuerst erscheint Chlorophyll
(0-470 ml), danach nur wenig verunreingtes Ranuncosid

(475-1380 ml, Ry
(2400-3000 ml, RF—Wert (Jz): 0.43). Wichtig ist eine

-Wert (J2): 0.66) und zuletzt Ranunculosid

schnelle Durchfihrung der saulenchromatographischen Grob-
trennung, da sonst Zersetzung des Ranunculosids eintreten
kann. Ranuncosid kristallisierte durch Acetonzugabe zu
den entsprechenden Fraktionen aus. Ranunculosid wurde

durch 3-fache Chromatographie an Sephadex G 10 gereinigt.

4.3.2.2. Ranunculin (3), Isoranunculin (4)

Die Pflanzen werden nach der Inkubationszeit von 84 Stunden
(Aufsaugen) in einer Mischung von 90 ml Wasser und 3 ml
konzentrierter Salzsdure (pro 100 g Frischgewicht) in einem
Becherglas mit einem Ultraturrax bei kleiner Drehzahl
zerkleinert. Man saugt durch Kieselgur, trennt kleinere
Partikel durch Zentrifugation ab und untersucht den klaren,

rotbraunen Rohextrakt auf seine Aktivitat (Ae ). Zur

Entfernung der Farbstoffe versetzt man mit 2¢§tg Aktivkohle,
148t 20 Minuten bei RT stehen und filtriert durch Kiesel-
gur. Die Glucoside werden durch Zugabe weiterer 12 g Aktiv-
kohle absorbiert. Nach einer Stunde filtriert man ab,
wascht zur Entfernung der Salzsaure griindlich mit Wasser
und eluiert dann mit 500 ml eines Ethanol/Wasser-Gemisches

(1:1). Nach dem Einengen wird ein Ol erhalten, das durch



Chromatographie an Sephadex G 10 gereinigt wird. Es wird
eine Substanz erhalten, die praktisch den gleichen RF-Wert
wie Ranuncosid besitzt (Jz): 0.65. Zum Beweis, daBl es

sich um das Ranunculin/Isoranunculin-Gemisch handelt, wird
in der iiblichen Weise (Pyridin/Acetanhydrid) acetyliert
und durch DC mit System H (dreifache Entwicklung) eine
Auftrennung der beiden Acetylderivate erreicht.
Isoranunculintetraacetat, R, (H, dreifache E.): 0.42 und

F

Ranunculintetraacetat, Ry (H, dreifache E.): 0.46.

4.%3.2.3. Protoanemonin (1)

Die Aufarbeitung des Pflanzenmaterials erfolgt in diesem
Fall nach der wvon Asahinaq) beschriebenen Methode. Die
applizierte Aktivitat Aappl erhalt man wieder durch Sub-
traktion der nach einer Inkubationszeit von 84 Stunden
nicht aufgesaugten Aktivitat A von der eingesetzten

Gesamtaktivitat A

Rest

®
ges

Nach der Applikation werden die jungen Helleborus foetidus-
Triebe (Frgw. 170-350 g) grob zerkleinert und zur Auf-
lockerung und als Schutz vor Verkohlung der Pflanzenteile
im Kolbenboden mit 20-30 g Strohschnitzeln in einen 2-1-
Einhalskolben eingewogen (auf keinen Fall darf zu Beginn
der Destillation in den Kolben Wasser gegeben werden).

Nach Aufsetzen einer Destillationsgbriicke mit Dampfeinleitung
stellt man die Badtemperatur und die Dampfkanne so ein,

dafl nach vier Stunden ca. 1 1 eines farblosen Destillates
iibergegangen ist. Dieses sattigt man unter Rihren mit

ca. 250 g Natriumsulfat, extrahiert finf Mal mit je 300 ml
Ether und trocknet iber Natriumsulfat. Nach dem Abziehen
des Ethers bleibt Protoanemonin als hellgelbes Ol mit den
bereits beschriebenen unangenehmen Eigenschafteﬁ zurick.

Es wird in 2 ml Ethanol gelost und zu 30 mg vorhydrierten,

12%) Platindioxid in 2 ml Ethanol gege-

frisch hergestellten
ben. Einen kleinen Rest behdlt man im Spitzkolben zurick

und laft ihn zur Derivatisierung des Protoanemonins als



Anemonin einige Tage stehen. Nach ca. 6 Stunden ist die
Wasserstoffaufnahme beendet. Aus dem Verbrauch berechnet

man die disolierte Protoanemoninmenge: sie betrug bei

neun Versuchen (Experimente 4.3.4.4. - 4.3.4.12.) 0.11 * 0.01%
bezogen auf das Frischgewicht. Man filtriert vom Platin ab,
wascht drei Mal mit Ethanol und bestimmt die Aktivitat AEtOH'
Die noch Verunreinigungen enthaltende ethanolische n-Vale-
riansdureldsung wird mit 1 n Natriumhydroxidlosung neutra-
lisiert (Phenolphthalein), eingeengt, in 10 ml Wasser/Ethanol
(1:2) aufgenommen und mit der &dguimolaren Menge Silber-
nitrat in Wasser/Ethanol (7:3) tropfenweise unter Riihren
versetztlzs)g Der grauschwarze, voluminose Silbervalerat-
Niederschlag wird abfiltriert und nacheinander mit Wasser,
wenig Aceton und Ether gewaschen. Das erste Umkristallisieren
lieB sich am besten mit siedendem Wasser/Aceton-Gemisch (8:2),
dem bis zur Auflosung des Silbersalzes Pyridin zugesetzt

wurd

, erreichen (Silbervalerat ist leicht 106slich in Pyridin;

wurde der Szintillationslosung daher

e
zur Aktivitatsmessun

3

1 Tropfen Pyridin als Losungsvermittler zugesetzf). Die
weitere Reinigung erfolgte ohne Pyridinzusatz bis zur kon-
stanten, spezifischen Aktivitat des weiben, relativ wenig
lichtempfindlichen Silbervalerats, dessen IR-Spektrum mit
dem eines synthetischen Praparates verglichen wurde. Da

auf grund der Reinigungsoperationen z.T. unterschiedliche
Ausbeuten erhalten wurden (entsprechend 0.11 % 0.03% Proto-
anemonin bezogen auf das Frischgewicht), wurden die Ein-
bauraten auf einen Gehalt von 0.11% berechnet. Zum Vergleich
sind in der folgenden Tabelle einige in der Literatur be=
schriebene Gehalte an Protoanemonin bzw. seinen glucosi-

dischen Vorstufen zusammengestellt:

Autor Pflanze | Gehalt (%) | Verbindung
L. 11,126) ,
Rulagroi) H.foetidus 1.4 Ranunculin
Asahina g R. japonicus 0.1 Protoanemonin
Kipping7 ) R.bulbosus 0.18 . Protoanemonin
. o 6) .
Hill et al. R.bulbosus 0.3%3%3-0.97! Ranunculin
Tschesche et a1.7) H.foetidus 0.05 Ranunculin
0.02 Isoranunculin




h.3.3.  Abbau des Silbervalerats
Um bei positivem Einbau die Aktivitat der einzelnen C-Atome
des Protoanemonins in Form des Silbervalerats bestimmen zu

konnen, wurde der auf Seite 33 abgebildete Abbau durchgefihrt.

4o3.3,1. C-1 bis C-3 des Silbervalerats

Ein Teil des bis zur konstanten spezifischen Aktivitat um-
kristallisierten Silbervalerats (ca. 40 mg) wird in die

Doppelschenkelampulle A gegeben und die 1.4-molare Menge
,127)

an Natriumazid hinzugefiigt. In den Hals der Ampulle

gibt man ca. 700 mg Polyphosphorsaure und schlieBt nun

an die nachfolgend abgebildete Apparatur127) an:

A

Man evakuiert das ganze System iiber Hahn B mit der Wasser-
strahlpumpe und laBt nach Schlieflen der Hahne B und C die
Polyphosphorsaure durch Drehen der Apparatur und leichtes
Erwarmen mit fachelnder Flamme zu den Salzen fliefen. Unter
gelegentlichem Umschiitteln erwarmt man eine Stunde bei 80°¢c
und gibt in die Vorlage D 15 ml einer LOosung von Barium=
hydroxid und Bariumchlorid in Wasser (1 1 einer filtrierten,
gesattigten Bariumhydroxidlosung gemischt mit 200 ml einer
10.75%igen Bariumchloridlbsung), Nach dem Evakuieren wird

Hahn B wieder geschlossen und das beim Schmidt-Abbau ent-



standene Kohlendioxid (C-1) durch Hahn C in die Vorlage D
geleitet. Nach einer Stunde bei RT wird das ausgefallene
Bariumcarbonat abzentrifugiert, fiuntf Mal mit heiBem,
bidestilliertem Wasser und je zweli Mal mit Methanol und
Ether gewaschen und sechs Stunden bei 6OOC/O,01 Torr
getrocknet (Ausbeute ca. 80%).

In den freien Schenkel der Doppelschenkelampulle gibt man
beziiglich der Polyphosphorsdure einen groBen UberschufB

an 30%iger Natronlauge und schlieBt an eine Destillations-
briicke mit Hiilsenschliff an, 1laBt die Lauge vorsichtig

zur polyphosphorsauren Losung flieBen (Erwarmung) und
destilliert das n-Butylamin/Wasser-Gemisch in eine Vor-
lage, die 0.5 n Schwefelsdure als Sperrfliissigkeit ent-
halt. Die Butylaminsulfatlosung gibt man in 10 ml einer
5%igen Kaliumpermanganatldosung, stellt mit Natriumhydroxid-
1osung einen pH von 12 ein und erhitzt eine Stunde auf
100°¢72+89) | Nach dem Abkiihlen wird mit verd. Schwefel-
saure wieder angesauert, wasserdampfdestilliert bis ca. 50 ml
Destillat entstanden sind (tropfenweise Wasserzugabe wihrend
der Destillation) und mit 0.05 n Natriumhydroxidldsung

gegen Phenolphthalein titriert (85% bezogen auf einge-
setztes Silbervalerat). Ein Aliquot der Natriumbutyrat-
losung wird mit p-Bromphenacylbromid zur Reaktion gebracht.
Chromatographie des Esters mit Benzol und authentischen
Vergleichssubstanzen zeigt, ob durch Uberoxidation Propion=-
saure oder Essigsédure entstanden ist. Die p-Bromphenacyl-

ester der Ci— bis C.-Carbonsiduren lassen sich mit Benzol

5

als Laufmittel voneinander trennenilB):

Ameisensidure-p~-bromphenacylester RF(Benzol): 0.26
Essigsdure~p-bromphenacylester RF(Benzol): 0.20
Propionsdure-p-bromphenacylester RF(Beﬁzol): 0.23
Buttersaure~p-bromphenacylester RF(Benzol): 0.39

Valeriansaure-p-bromphenacylester RF(Benzol): 0.48,
Es wurde hierbei festgestellt, daB neben der Buttersidure

Spuren von Propionsidure, z.T. aber bis zu 15% Essigsiure
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entstanden waren. Die Auftrennung der freien Carbomnsauren
wird an angefeuchtetem Kieselgel (15 g Kieselgel werden in
einem Mobrser mit 0.9 ml 0.5 n Schwefelsaure verrieben)

81)

durchgefiihrt . Die Elution erfolgt mit einem Chloroform/
Butanol-Gradienten, wobei das Chloroform zuvor mit 0.5 n
Schwefelsdure ausgeschiittelt worden ist. Lokalisiert
werden die Sauren durch Titration der Fraktiomnen und

Derivatisierung eines Aliquots.

Die Natriumbutyratlosung wird nach dem Einengen in die
Doppelschenkelampulle gegeben und bis zur Trockne einge-
dampft. Der folgende Schmidt-Abbau wird wie beschrieben
durchgefihrt und liefert C-Atom 2 und nach Oxidation

und Abbau C-3 des Protoanemonins in Form von Bariumcarbonat.

4,%3,%.2, C-4 und C-5 des Silbervalerats

Der andere Teil des Silbervalerats (ca. 30 mg) wird in
einen 100-ml-Kolben gegeben und mit einem Gemiseh von

20 ml 5 n Chromsdure und 5 ml konz. Schwefelsidure nach
Kuhn-Roth eineinhalb Stunden refluxiertizg). Die ent-
standene Essigsaure wird unter tropfenweiser Wasserzugabe
so destilliert, daB die Fliussigkeit im Destillationskolben
nicht weniger als 15 ml ausmacht. Nach ca. 50 ml Destillat
wird abgebrochen und gegen Phenolphthalein titriert und
als p-Bromphenacylester derivatisiert., Der Schmidt-Abbau
liefert das C-Atom 4. Das entstandene Methylamin (C-5)
wird nicht nach Slyke-Folch naB oxidiert, sonderm nach
Zugabe eines UberschuBes an 30%iger Natronlauge in einen
1.4-molaren UberschuB einer ethanolischen Pikrinsiure-
16sung geleitet. Nach dem Abziehen des Ethanols wird mit
60°C heiBem Benzol digeriert (Herauslosen iiberschiissiger
Pikrinsiure), aus Ethanol umkristallisiert und unter
Lichtausschluf im Hochvakuum getrocknet.

Zur Aktivitatsmessung werden Mengen bis zu 1 mg Methyl-
ammoniumpikrat (Farbquenching) in 20 ml Szintillations-

losung eingewogene.



4.%3.%3.3. Bestimmung von 14C in Bariumcarbonat

Zur Auszdhlung der durch den Abbau erhaltenen Bariumcarbonat-

2)

praparate wurde die von Frohofer8“ entworfene Apparatur

verwendet:

-

| :

L

Ca. 1-5 mg des Bariumcarbonats werden in das kleine Reak-
tionsgefdBR A eingewogen und mit der Apparatur verbunden.
In das SyphongefaB B legt man 1.5 ml der Kohlendioxid-
absorptionslosung (Ethanolamin/Methanol 1:14) vor. In den
Knick des oberen Einleitungsrohres c”mif KugélsChliff

gibt man 0.7 ml konz. Schwefelsdure, 1laft diese durch
Drehen von C hinunterflieflien und stellt eine Verbindung
zum Stickstoffstrom (ca. 8 ml/min) her. Nach 10 Minuten
entleert man den Syphoninhalt in das Zdhlflédschchen D wund
spilt das Einleitungsrohr E und den Syphon B mit 3.5 ml
Methanol und 10 ml Dioxan-Cocktail. Die Quenchkorrektur
erfolgt mit einer Standardkurve, die durch Zusatz steigender
Mengen an Ethanolamin/Methanol-Gemisch im interessierenden

Konzentrationsbereich erhalten wurde.
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h.3. k4, Ergebnisse der Applikationen

s Ce o e S G Som S R e . SO G S A T S G wa W S S G S D AN

l
e 1aky

4,3.4,1. Applikation von 5-Hydroxy[1«140]15vu11nsaure,[1-
(Injektion)
Zielprodukte: Ranuncosid (5), Ranunculosid (6)

Aufarbeitung: 4.3.2.1., 125 g Frgw.

Aktivitdtsverteilung (dpm):

*)
ges ARest Aappl Aextr

1.008+100 5.039-10° 9.576+107 3.066-107

A

Nach der sadulenchromatographischen Trennung mit System L
wurden 302.8 mg (0.24%) aktives Ranuncosid (5) erhalten.
Hiervon wurden 49.4 mg mit 45.5 mg inaktiver Substanz aus
Aceton/Wasser- und Ethanol/Wasser~Gemischen kokristallisiert.
Es ergab sich eine spezifische Aktivitat von 3266 dpm/mg

entsprechend 6391 dpm/mg fiir das nicht verdiinnte Glucosid 5.

6391302.8°100

= 2, %
9.5760107 2.02 %

ER =

Nach zwei Trennungen an Sephadex G 10 wurden auBerdem
59.7 mg (0.05%) aktives Ranunculosid (6) erhalten. Wegen
zu geringer Menge an inaktivem Material wurde nur umkris-

tallisiert. Die spezifische Aktivitadt betrug 3297 dpm/mg.

3297°59.7°100

ER = -
9.576°10

= 0,21 %

Ranuncosidhydrolyse, Formelschema S. 15
155.6 mg (0.53 mmol, 9,944-105 dpm) Ranuncosid (5) wurden

zwei Stunden mit 10 ml 2 n Salzsaure auf 9OOC erhitzt. Das
Reaktionsgemisch wurde auf 500 mg Munktell's Cellulose~

Pulver aufgezogen und an 8 g mit dem System L aufgetrennt.

%)

"Die spezifischen Aktivitdten der Precursor entnehme man S. 34.




Es wurden 58.2 mg (83%) aktive 5-Hydroxyladvulinsdure (7)
isoliert. Diese wurden mit 89.76 mg inaktivem Material

bis zur konstanten spezifischen Aktivitat von 4110 dpm/mg
(Gesamtaktivitat 6.082+10° dpm) kokristallisiert (Aceton/
Chloroform, Essigester/Ethanol, Aceton).

AuBerdem wurden 65 mg nicht kristalline D-Glucose mit einer
Gesamtaktivitat von 7.571~104 dpm eluiert, Die =muriickerhal-
tene Gesamtaktivitidat von 6.839°105 dpm (69%, radioaktive
Nebenprodukte wurden nicht erhalten) verteilte sich also

zu 88.93% auf die kristallisierte 5-Hydroxylavulinsaure

und zu 11.07% auf die rohe D-Glucose.

Zur Derivatisierung wurde eine Aliquot der Sadure mit p~Brom
phenacylbromid umgesetzt und umkristallisiert. Von der
eingesetzten Gesamtaktivitat von 1.968*105 dpm wurden im
Ester 1.832'105 dpm (93%) wiedergefunden.

Die D-Glucose wurde unach Koenigs~Kﬁ0rr117) mit wasser-
freiem Natriumacetat und Acetanhydrid zum Pentaacetyl-
derivat umgesetzt und mit inaktiver Substanz kokristalli-
siert. Von den eingesetzten ’7’.5’710101£ dpm wurden 6.372-104
(84%) in Form der f(-D-Pentaacetylglucose zuriickgewonnen.

Auf grund der Derivatisierung wurde die urspringliche

dpm

Aktivitatsverteilung nur geringfiligig zugunsten der 5-Hydroxy-

lavulinsaure verschoben:
5-Hydroxyldvulinsdure : 89.88%
D~-Glucose : 10.12%.

4,.3.4,2, Applikation von 5—Hydroxy[1—14C]lévulinséure,[1-14

C JHKV

(Injektion)
Zielprodukte: Ranunculin (3), Isoranunculin (k)
Aufarbeitung: 4.3.2.2., 397 g Frgw.
Aktivitdtsverteilung (dpm):
Ages ARest Aappl Aextr

6

6

5.337-107 4.684»10 4.868-10" &;946010
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Nach der chromatographischen Trennung an Kieselgel mit

dem System J2 wurden 102.5 mg (0.03) des nicht kristalli-
sierenden Ranunculin/Isoranunculin-Gemisches erhalten.

Es besall eine Gesamtaktivitat von 7,297°104 dpm. Zur
Trennung wurde acetyliert und mit System H chromatographiert
(dreifache Entwicklung). Die Aktivitat verteilte sich

zu 17% = 1.,114-104t dpm Isoranunculintetraacetat (18.3 mg)
und zu 83% = smé28o1o& dpm auf Ranunculintetraacetat (75 mg).

gR - 111%1-100 _ o o, o
4.868-107

ER:M:O.:{T{%
4.868-107

Diese Einbauraten beziehen sich auf einen Glucosidgehalt
von 93.3 mg = 0.023%. Bei den Protoanemoninaufarbeitungen
(Experimente 4.3.4.4. - 4.3.4.12.) wurde ein mittlerer
Gehalt von 0.11% gefunden. Bezieht man hierauf, so erhielte

man fiir das Glucosidgemisch eine Einbaurate von 0.62%.

140]HKV

4.3.4.%3. Applikation von 5-Hydroxy[1-14c]1évulinsaure, [1-
(Injektion)

Zielprodukt: Anemonin (2)

Aufarbeitung: Gefriertrocknung s. 4.3.2.1., 115 g Frgw.
Aktivitdtsverteilung (dpm):

ges ARest Aappl ADest

2.779o108 8»125-106 8

A

2.698+10 2.491+107 (9.23%)
Neben unloslichem polymerem Protoanemonin wurden 22.5 mg
(0.02%) Anemonin (2) isoliert. Diese wurden mit 238.4 mg
inaktiver Substanz bis zur konstanten spezifischen Akti-
vitdat von 6839 dpm/mg entsprechend einer Aktivitidt von

79083 dpm/mg fiir das unverdiinnte Dimere 2 kokristallisiert.



6839.261.02100 _ , ¢ o

ER: 8
2.698.10

14

4 .3.,4,4, Applikation von 5-Hydroxy[1—1&C]lévulinséure, [1-""c JHKV
(Aufsaugen)
Zielprodukt: Protoanemonin (1)
Aufarbeitung: 4.3.2.3., 228 g Frgw.
Aktivitatsverteilung (dpm):
Ages ARest Aappl AEtOH
8 6 8 6
1.625¢10 6.949-10 1.556+10 9.724-10" (6.25%)

546.,0 mg Silbervalerat besaBen eine konstante spezifische
Aktivitat von 8070 dpm/mg (1.686~106 dpm/mmol) .

pR . 8070-546.0-100 _ 2.83 %

el
1.556+10"

Der Abbau des Silbersalzes wurde wie unter 4.3.3. beschrieben

durchgefiihrt.

Verteilung der Radioaktivitat im Protoanemonin (1):

i it Sl I
c-1 1718 (3)%) 97.92
C-2 62 (5) 1.29
Cc-3 3 (5) 0.06
C-4 13 (5) 0.27
C-5 22 (5) 0.46

4,3.4.5. Applikation von S—Hydroxy[4—14C]lévulinséureﬁ [4—¥4C]HKV

(Aufsaugen)

Zielprodukt: Protoanemonin (1)

*)Die Zahl in Klammern gibt die Anzahl der Messungen an.
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Aufarbeitung: 4.3.2.3., 315 g Frgw.
Aktivitdtsverteilung (dpm):

Ages ARest Aappl AEtOH

8.567.107 1.288-107 7.279+107 5.664+10° (0.78%)

754 .3 mg Silbervalerat besaBen eine konstante spezifische

Aktivitidt von 542 dpm/mg (1.132-105 dpm/mmol) .
i—L,g 2 e g ’
ER = 542 ?54;, %09 - 0.56 %
727910

Verteilung der Radioaktivitat im Protoanemonin (1):

pri e e B
C-1 4 (3) 0.80
Cc-2 83 (3) 16.60
C-3 28 (3) 5.60
Cc-4 381 (3) 76.20
C-5 L (3) 0.80

4.,3.,4.6. Applikation von B-Benzyloxy[inqu]1évulinat,
1% 1850kv

Natriumsalz, [1—

(Aufsaugen)
Zielprodukt: Protoanemonin (1)

Aufarbeitung: 4.3.2.3., 278 g Frgw.
Aktivitatsverteilung (dpm):

Ages ARest Aappl AEtQH

1.%95.10° 5.1792107 8.771107

1.234+10° (0.14%)

665.8 mg Silbervalerat besaBen eine konstante spezifische

Aktivitat von 133 dpm/mg (2.‘77'9»101i dpm/mmol) .

+665.8+100

ER = 133 = - 0.10 %
8.771-10




Verteilung der Radioaktivitdt im Protoanemonin (1):

CeAtom Zg:zéaggii?zgéigg§ét Ver%;%lung
C-1 83 (5) 93.26
C-2 1 (5) 1.12
c-3 1 (5) 1.12
C-L4 2 (5) 2.25
C-5 2 (5) 2.25

h,3.4,7. Applikation von Natrium[Z—iQC]glyoxylat

(Aufsaugen)
Zielprodukt: Protoanemonin (1)

Aufarbeitung: 4.3.2.3., 210 g Frgw.
Aktivitdtsverteilung (dpm):

Ages ARest Aappl AEtOH

1.1109108 5.528‘106 1.055-108 1.429-105 (0.14%)

502.9 mg Silbervalerat besaBen eine konstante spezifische
Aktivitat von 87 dpm/mg (1.818~104 dpm/mmol) .

ER - 87'502'9°1gO - 0.0415 %

1.055-10

4,%3.4,8. Applikation von Natrium[1—14c]g1yoxy1at

(Aufsaugen)
Zielprodukt: Protoanemonin (1)

Aufarbeitung: 4.3.2.3., 177 g Frgw.
Aktivitatsverteilung (dpm):

Ages ARest Aappl AEtOH

1.110.10° k.751-10° 1.06210° 1.542-10° (0.15%)




423.8 mg Silbervalerat besafien eine konstante spezifische

4
Aktivitat von 274 dpm/mg (5.723-10° dpm/mmol).

274423 ,8+100
1.062~108

ER = = 0,1094 %

Verteilung der Radioaktivitdt im Protoanemonin (1):

CeAtom spez. Radio§ktivitét Verteilung
des BaCO3 (dpm/mg) (%)
C-1 31 (9) 18
c-2 23 (6) 14
C-3 19 (3) 11
C-4 27 (6) 16
C-5 52 (12) b1
4,3,4,9, Applikation von Natrium[5~14C]drketoglutarat,
[5—1&C}G~KG
(Aufsaugen)

Zielprodukt: Protoanemonin (1)

Aufarbeitung: 4.3.2.3., 385 g Frgw.

Der Precursor wurde in einem Fall nicht zu Protoanemonin
metabolisiert (spez. Aktivitdt des Silbervalerats: 15 dpm/mg,
entsprechend einer Einbaurate von 0.0082%), so daB das

Experiment wiederholt wurde.
Aktivitatsverteilung (dpm):

Ages ARest Aappl AEtOH

1.110-108 2.575-106 1.084-108

2,442-105 (0.23%)

921,.9 mg Silbervalerat besaBen eine konstante spezifische

i
Aktivitat von 201 dpm/mg (4.200.10" dpm/mmol) .

201-921,9+100

ER = 3 = 0.171 %
1.084-10




Verteilung der Radioaktivitat im Protoanemonin (1):

e ryael e B
C-1 155 (3) 86.59
C-2 13 (3) 726
C-3 2 (3) 1.12
C-4 4 (3) 2.79
C-5 5 (3) 2.23

4,3.4.10, Applikation von [1,5—14C]Citronenséuremonohydrat,
[1,5- %c]citrat
(Aufsaugen)

Zielprodukt: Protoanemonin (1)

Aufarbeitung: 4.3.2.3., 250 g Frgw.
Aktivitdtsverteilung (dpm):

Ages ARest 7 Aappl “EtOH

1.110~1O8 1.094o107 1.001-108 1.294-105 (0.13%)

598.6 mg Silbervalerat besaBen eine konstante spezifische
Aktivitat von 52 dpm/mg (1.0860101l dpm/mmol) .

ER = 52'598‘6’130 - 0.0311 %

1.001-10

4,3,4,11. Applikation von 5—Amino[4-140]1évu1inséure—
hydrochlorid, [4-14C}ALA

(Aufsaugen)
Zielprodukt: Protoanemonin (1)

Aufarbeitung: 4.3.2.3., 276 g Frgw.
Aktivitdtsverteilung (dpm):

Ages ARest Aappl AEtOH

1.110-10° 2.198-107 7

8.902+10 1.757.10° (0.20%)



660 mg Silbervalerat besaBen eine konstante spezifische

4 .
Aktivitdt von 111 dpm/mg (2.31910 dpm/mmol).

111‘660”100 - 0,0824 %

ER =
8.902-107

14

4.%.4.12. Applikation von 4,5-Dioxo[1-""Clvaleriansiure,
[1-1%c Jpova

(Aufsaugen)

Zielprodukt: Protoanemonin (1)

‘Aufarbeitung: 4,3.2.3., 300 g Frgw.
Aktivitatsverteilung (dpm):

. ; A
Ages ARest Aappi EtOH

1.110»108 10265e106‘ 1.097«108 2.886-105 (0.26%)

1

718 mg Silbervalerat besaBen eine konstante spezifische
Aktivitat von 90 dpm/mg (1.8800104 dpm/mmol) .

ER = 9O°718°1008 - 0.0589 %

1.097-10

In den folgenden Tabellen sind die Ergebnisse der Einbau-
versuche zusammengestellt. Bei den Experimenten 4.3.4.1. -
b.3.4.3. wurde der Precursor in die Bliitenstiele injiziert,
die iUbrigen Applikationen erfolgten durch Aufsaugen des

Precursors durch den geschnittenen Stengel.

Einbauversuche in die glucosidischen Vorstufen und Anemonin:

Exp. Nr. Precursor Metabolit Einbaurate (%)
wos.h.1. | [1-1Ec Juky Ranuncosid 2.02
Ranunculosid 0,21
b.3.4.2. | [1-Y%c Jaky Ranunculin 0.11
Isoranunculin 0.02
w.3.4.5. | [1-1%c kv Anemonin 0.66




Einbauversuche
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in Protoanemonin:

Exp. Nr. Precursor S%ibervalerat Einb?urate Abbaugr—
pm/mmol) (%) gebnis
b.3.h.h. [1 CTHKV 1.686=1o6 2.83 c-1, 98%
bo3.h.5. | [a-Yic HkY 1.132+10° 0.56 c-li, 76%
k.3.4.6. | [1-"*C]BzOKV 2.779-10" 0.101  |C-1, 93%
L,3. k.7, |[2- 14c]alyoxy1at 1.818-10" 0.0415 -
5.5.4.8. |[1-1%clalyoxylat 5.723.10" 0.1094 |verteilt
b.3.4.9. [5 ]ath 4.200-10" 0.171 c-1, 87%
4h,3.4.10. | [1,5- ]Citrat 1.086-10" 0.0311 -
h.3.4.11. | [b-T%c]ara 2.319-10" 0.0824 -
4.3,k ,12. [1»14C]DOVA 1.880-10" 0.0589 -




b b, Diskussion der Ergebnisse

Die mit dem gleichen Precursor erhaltenen unterschiedlichen
Einbauraten zeigen, dafB ihrem Absolutwert keine allzu grobBe
Bedeutung beigemessen werden sollte. Auch bei scheinbar
identischen &duBeren Bedingungen (Applikationsmethode, Appli-
kationszeit, Aufarbeitungsmethode) werden groBere Abweichun-
gen der Einbauraten beobachtet. Dies spiegeln auch die
Experimente der japanischen Autoren wieder. Die Einbauver-
suche gestatten daher in erster Linie qualitative Aussagen.
Eine quantitative Auswertung, wie sie z.B. bei der Unter-
suchung einer biogenetischen Reihenfolge von sekundidren
Natursfoffen mit Hilfe von Koapplikationen und Doppelmar-
kierungen angestrebt wird, kann und soll im vorliegenden
Fall nicht gemacht werden. Eine deutlich meBbare, vor allem
aber spezifische, d.h. durch Abbaureaktionen lokalisierte

14®-Markierung des Metaboliten spricht fir die Verwertung

Al Sl

nd indirekt fir einen bestimmten

des Precursors und damit
Biogenesemechanismus. Die bei Precursorn des Primarstoff-
wechsels in wvielen Fallen isolierten tiefaktiven Silber-
valerat-Proben (~100 dpm/mg) werden durch die Gesamtheit

der zwolf Experimente, besonders durch die Applikation

des '"unphysiologischen! Natrium—5—benzyloxy[1-14C}lévulinats

relativiert.

4.4.1.  Einbauversuche in die_glucosidischen Vorstufen
(s. 3.4.1.)
Durch die Einbauversuche mit 140—markierter 5-Hydroxylavu=-
1inséure wird erstmals experimentell gezeigt, daB die
Saure eine direkte Protoanemonin-Vorstufe darstellt.
Dieses Ergebunis steht im Einklang damit, daB die radio-
aktive Markierung auch in den bei verschiedenen Aufarbei-
tungsmethoden erhaltenen vier glucosidischen Vorstufen
Ranunculin (3), Isoranunculin (4), Ranuncosid (5) und Ra-

nunculosid (6) auftritt. Daraus ist zu folgern, daB in der

Pflanze eine 5-Hydroxyladvulinat-glucosyltransferase vor-
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handen ist, die die Saure in 5-Stellung glucosyliert. Die
sich anschliefenden Prozesse (Cyclisierung, Dehydratisierung
und Doppelbindungsverschiebung, s.S. 28) liegen sicher im
Grenzgebiet enzymatisch katalysierter und spontan ablau-
fender Reaktionen. Bemerkenswert ist auch die auBerordent-
lich leicht verlaufende Freisetzung des Protoanemonins,

die mit dem Austrocknen des Pflanzenmaterials z.B. bei der

Lyophilisation einhergeht.

Die nur im sauren Bereich stattfindende Isoranunculin-
Bildung (Glucosylierung in 4-Stellung, s.S. 29) ist
vermutlich als Nebenweg (Artefaktbildung) aufzufassen, dem
in vivo keine Bedeutung zukommt. Es ist unwahrscheinlich,
daB die Pflanze Enzymsysteme besitzt, die die Riuckreaktion
des Isoranunculins (4) oder auch des Ranuncosids (5) in
Richtung des offenkettigen HKV-Hydroxylglucosids (20) kata-
lysieren. Fiir Ranuncosid (5) und Ranunculin (3) kann als

gemeinsamer Ursprung die Lactolform 20a des HKV-Hydroxyl-

glucosids (20) angesehen werden:

Welcher der beiden Wege, Dehydratisierung oder Kondensation

mit dem C-2' des Zuckers, eingeschlagen wird, hiangt offenbar



von der Zusammensetzung des Extraktionsmittels und vom

pH=-Wert ab. Es erscheint moglich, daB bei der schonenden
Extraktion mit Aceton/Wasser das HKV-Hydroxylglucosid (20)

aus der enzymatischen Umgebung, die seine Weiterreaktion

zum Ranunculin/Protoanemonin katalysiert, herausgelost

wird und iber die im Gleichgewicht vorliegende Lactolform eine
spontane Kondensation mit dem C-2' des Zuckers an Stelle

einer energiereicheren Eliminierung zum Ranuanculin (3)

eingeht.

5-Hydroxylavulinsadure (7) wurde von allen angebotenen
Precursorn am besten metabolisiert und erwies sich fir
Helleborus foetidus als biologisch aktiv. Besonders die
durch Lyophilisation erhaltenen Anemoninpraparate besalBen
eine hohe spezifische Aktivitat (7.9-104t dpm/mg) . Durch
die deutliche Inkorporation wurde ein vollstandiger
Abbau des Wirkstoffs 1 ermoglicht. Dies war wegen der
"Ndhe!' der 5-Hydroxylavulinsaure zum Primarstoffwechsel
(ao-Ketoglutarat, Tricarbonsaurecyclus) erforderlich. Die
radioaktive Markierung im Wirkstoff 1 konnte an den erwar=-:
teten Stellen (C-1 bei [1-14C]HKV und C-4 bei [4_14C]HKV)
lokalisiert werden und schlofl damit eine "Kontamination"
durch eventuelle HKV-Abbauprodukte weitgehend aus. Die
Hydrolyse des radioaktiven Ranuncosids (5) (s.S. 15) mit
verdinnter Salzsdure zu D-Glucose und HKV (7) zeigte
ebenfalls, daB rund 90% der Ranuncosidgesamtaktivitit
nach der Metabolisierung in der Sadure erhalten geblieben
war., Diese Ergebnisse konnen so gedeutet werden, daB die
5-Hydroxylavulinsaure trotz ihrer einfachen Struktur auBer-
halb des Intermediarstoffwechsels angesiedelt ist und
nicht mehr zu katabolischen Reaktionen herangezogen wird.
Regulatorische Bedeutung fir die Protoanemoninbiogenese
kommt daher sicher solchen Schritten zu, die zur Bildung

der 5-Hydroxylavulinsaure fihren.
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hi,h,2, Einbauversuch mit Natrium—S-benzyloxy[1—146]1évu—

e o e o . s - o o W S D sy oy G Sk s WO D O O ey s e o AR W D WA e S W W e T A S S o S e - —

linat (s. 3.4.2.)
Der Einbauversuch mit 5~Benzyloxy{1—14c]lévulinséure (Exp.
Nr. 4.3.4.6.) ergab eine verglichen mit der freien Siure
viel geringere Inkorporation in Protoanemonin (1). Hier-
durch wurden die iibrigen Applikationen, wie bereits erwahnt,
in gewissem MaBe normiert. Das Ergebnis zeigt, daB die
spezifische Aktivitédt von nur 133 dpm/mg Silbervalerat einem
Nichteinbau gleichkommt, da durch die Wasserdampfdestillation
bei jeder Aufarbeitung ca. 1,2n3.Q¥105 dpm im Etherextrakt

des Destillates wiedergefunden wurden (A ). Es war des-

halb damit zu rechnen, dal trotz mehrfacingUmkristalli—
gsierens besonders fest haftende oder kokristallisierende
Verunreinigungen eine hohere Aktivitat des Silbersalzes
vortiduschten. Dennoch wurde durch den Abbau festgestellt,
daB die schwache Markierung des Hemmstoffs 1 vollstandig
am C-Atom 1 vorhanden war. Als Erkldrung kann moglicher-
veise angefiihrt werden, dafl sich ein kleiner Tedil des

a~Ketolbenzylethers in der Applikationslosung zersetzt hat

und von der Pflanze verwertet wurde.

Der insgesamt schwache Einbau der an der Hydroxylfunktion
blockierten Sdure zeigt ebenso wie die mechanistischen
Betrachtungen zur Bildung der Glucoside 3 bis é, dafl eine
freie, glucosylierbare Hydroxylfunktion vorhanden sein muf.
Die Aussagekraft des Experimentes wird dadurch stark ein-
geschrankt, daB selbst bei einem Protoanemoninbiogenese-
verlauf tber ein Acylglucosid keine Markierung im Wirkstoff 1
beobachtet werden sollte. Die Prozesse der Glucosylierung,
Cyclisierung, Dehydratisierung und Doppelbindungsverschie-
bung waren zwar prinzipiell denkbar, eine Freisetzung des
Wirkstoffs 1, die mit der Spaltung des Benzylethers ge-
koppelt ware, sollte fiir die Pflanze jedoch nicht moglich
sein. Der Sinn der Glucosylierung bei einem Verlauf tber
ein Acylglucosid bestiinde lediglich in einer Aktivierung

der Carboxylfunktion, mit der Struktur der isolierten



Glucoside ist sie, wie unter 3.2, dargelegt, unvereinbar.

Ob das HKV-Hydroxylglucosid (gg) durch Umlagerung eines
primdr gebildeten HKV-Acylglucosids (18) entsteht, ist mit
in vivo-Tracerexperimenten nicht zu entscheiden. Derartige
mechanistische Untersuchungen zur Glucoseaktivierung miifiten
mit gereinigten Enzympraparaten untersucht werden. Da aber
bisher keine glucosidische Vorstufe mit einem 1'-HKV-Acyl-
glucosidstrukturelement isoliert werden konnte (im Gegensatz
zu den Tuliposiden), ist es unwahrscheinlich, daB dieses

tatsdchlich durchlaufen werden soll.

Fiir die Entstehung der im Ranunculosid (é) vorgefundenen
6'-HKV-Acylglucosidbindung wird daher angenommen, daB sie
durch Kondensation zweier enzymatisch aktivierter Hydroxyl-
glucoside (20) gebildet wird. Die mit der Gefriertrocknung
einhergehende Konzentrierung der in den Zellen gelosten
Stoffe konnte der eigentliche Anlafl fir eine derartige Kon=

densation sein.

Die Bildung der 3-D-Glucopyranoside (21) bei der Aufarbei-
tung mit Alkoholen ist moglicherweise der Transglucosidase-
aktiwvitat der Ranunculase zuzuschreiben. Anstelle einer Hydro-
lyse (Ubertragung des Zuckerrestes auf Wasser) kann hierbei
wegen der hohen Alkoholkomnzentrationen eine Glucosidierung

erfolgen.

L,hk,3, Einbauversuche zur Biosynthese der 5-Hydroxy-

s e 000 S G P S TEU D D T G SSD G I S GDe S G s S Gy A ey O o oy ey oy S Ph e o> s s S oo e oe Oe et

layulinsdure in hSheren Pflanzen (s. 3.%.3.)
Die zur Biosynthese der 5-Hydroxyladvulinsdure in Helleborus
foetidus-Pflanzen gemachten Experimente (4.3.4.7. -
4,3.4.12,) ergaben erwartungsgemdl geringe Einbauraten,
so daB es schwierig war, den einen oder anderen Precursor

vollends auszuschlieBen.

Da aus der Literatur bekannt war, daB die HKV in Mikroorga-

nismen durch die a-Ketoglutarat:Glyoxylat-Carboligase-



Reaktion gebildet wird, wurde zundchst diese Biosynthese-
moéglichkeit durch Applikation von [1—14C}Glyoxylat und
{9..14()]

=9

Glyoxylat iiberpriift (Hypothese 1). Im Gegensatz zu
14

dieser Vermutung wurde jedoch festgestellt, daB die [1-""C]~-

Saure besser eingebaut wurde als die [2-14€]Séure@ Der
Protoanemoninabbau des Versuchs mit dem [1-1&C]Glyoxylat
ergab, dafl die Radioaktivitat unspezifiéch iiber das
Molekiil verschmiert war. Der Einbau dexr [2-140]Séure war
so gering (87 dpm/mg Silbervalerat), daB ein Abbau nicht
unternommen wurde. Hypothese 1 kam daher mit ziemlicher

Wahrscheinlichkeit nicht in Betracht.

Die Applikation des arKeto[5—14C]glutarats zeigte dann
aber in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen japanischer
Forscher, daB es verwertet wurde und das C-Atom 1 des
Wirkstoffs markierte, auch wenn eine Unterstiitzung des

148}

Einbaus durch Applikation des [1,5- Citrats (biologische
Vorstufe) nicht erfolgreich war. Der spezifische o-~Keto-
glutarat-Einbau zeigt, daBl die 5~Hydroxyladvulinsdure durch
eine bisher noch nicht beschriebene Reduktion des a-Keto-
glutarats entsteht. Die Annahme, daB die HKV tiiber eine
Zwei-Stufen~vier-Elektronen-~-Reduktion mit einem o~Keto-
aldehyd (DOVA) als Intermedidrprodukt gebildet wiirde
(Hypothese 2), war naheliegend; sie konnte durch Einbau-v

versuche aber nicht untermauert werden.

DOVA wie auch die mit ihr im Transaminasegleichgewicht
stehende ALA ergaben sehr niedrige Einbauraten (man sollte
hier besser von einem Nichteinbau sprechen). Der Nicht-

14

einbau der [1-" C]DOVA wire fiir sich allein wenig aussage-
kraftig gewesen, da auf grund der Reaktivitidt der Substanz
damit gerechnet werden mufBite, daB sie den Biosyntheseort
in veranderter, nicht mehr verwertbarer Form erreichen
wirde. Durch den Nichteinbau der [4—1&C]ALA wurde daher
zusatzlich bewiesen, daf die Wirkstoff- und die Porphyrin-
biosynthese getrennt voneinander ablaufen und daB das

ALA/DOVA-Paar nur fiir letztere utilisiert wird.



Somit miissen die Einbauversuche dahingehend gedeutet werden,
daB die 5-Hydroxylavulinsaure durch eine direkte, einstufige
a-Ketoglutarat-Reduktion gebildet wird (Hypothese 4), bei
der die freie Aldehydstufe (DOVA) z.B. durch ein enzymgebun-
denes a-Xetoglutaraldehydthiohalbacetal (39) ersetzt wird,
wie es analog bei der Reduktion des 3-Hydroxy-3-methyl-
glutaryl-CoAs (HMG-CoA) zum Mevalonat im Rahmen der Choles-
terinbiosynthese postuliert wird. Auch hier wurde seinerzeit
gefunden, dafB der Mevalonsauresemialdehyd von einer gereinig-
ten Reduktase nicht verwertet wurde und daB die Zugabe von
Aldehyd abfangendem Semicarbazid keinen Einfluf auf die
Reaktion hatte129’150). In Analogie zur HMG-CoA-Reduktion,

zur Fettsaure- und Aminosaureaktivierung wird daher folgender

Weg des a-Ketoglutarats zum 5-Hydroxyldvulinat (7) vorge-

schlagen:
2 0 7
?~O" ?"AMP 9—5—X
(=0 ATP PP €=0 HS—X AMP ¢=0
T i I ]
C00~ Co0~ Co0~
37 38
?H QH
. CH-S—X H* + ¢H2
NADPH NADP* c=0 NADPH NADP* ¢=0
N S éHZ \\\_,/fl\ ?Hz
|
(2) lCHZ (2) He-X [%Hz
Coo~ Co0~
39 7

X = CoA, Reduktase

In einer vom regulatorischen Standpunkt aus gesehen wich-
tigen, vermutlich hochspezifischen Aktivierung des a~-Keto-
glutarats durch eine a-Ketoglutarat-CoA-Synthetase (1)

wird die Dicarbonsdure aus dem Tricarbonsaurecyclus heraus-

geschleust und unter Verbrauch von einem ATP zum o-Keto-



glutaryladenylat (37) umgesetzt. Der Befund, daf o-Keto=-
glutarat im Vergleich zur 5-Hydroxylavulinsdure deutlich
schwédcher eingebaut wurde, kann so interpretiert werden,

daB nur ein kleiner Teil des a~Ketoglutarat-Pools der
Aktivierung zugefihrt wird, der Rest hingegen fir kata-
bolische oder andere Reaktionen des Amphibolismus heran-
gezogen wird. Durch hydrolytische Spaltung des entstandenen
Pyrophosphats mittels einer Phosphorylase kann das Gleich.
gewicht nach rechts verschoben werden. Es konnte jetzt

eine Ubertragung des Adenylats 37 zum Coenzym A {(oder direkt
zu einer SH-Gruppe der Reduktase) unter Bildung des o-Keto-
glutaryl-CoAs stattfinden. Die darauffolgende Reduktion
benotigt zwei NADPH und konnte von einer oa-Ketoglutaryl-CoA-
Reduktase (2) bewerkstelligt werden. Als nicht-isolierbares
Zwischenprodukt der Reaktion ware das bereits erwidhnte
Thiohalbacetal (39) zu formulieren. Moglicherweise ist

die Abspaltung des Coenzym A (oder der Reduktase) mit einer
B-Glucosylierung gekoppelt, da die freie Sdure in den Extrak-

ten in makroskopischer Menge nicht nachgewiesen werden konnte.

Die aus den Experimenten zu folgernde Analogie zur Mevalonat-
bildung bekommt auch dadurch einen interessanten Aspekt,

daB aus der Mispel (Mespilus germanica L.) ein Glucosid

des (-)(R)-Mevalonsaurelactons, das Mevalosid, isoliert
werden konntelBi)o Da die Ranunculaceen ebenfalls Iso-
prenoide synthetisieren, konnte man anncehmen, daB bei nicht
zu grofler Spezifitat der HMG-CoA-Reduktase auch einzs Re-

duktion des o~Ketoglutaryl-CoAs und die darauffolgende

Glucosylierung moglich sein sollte.

Abschliefend seien die Applikationsergebnisse in einem
Schema fir die Biogenese des Protoanemonins und seiner

glucosidischen Vorstufen zusammengefalt:
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Biogenese des Protoanemonins (i) und seiner glucosidischen
Vorstufen Ranunculin (3), Isoranunculin (%), Ranunculosid (§)
und Ranuncosid (5). Die Dimerisierung zum Anemonin (2)

erfolgt spontan bei Konzentrierung von 1.

~00C~C—CH~CH~C00"
o064 CHy~CH;~CO0 o

oL—KG HO-... K\’CH
| T

]
G~CHy=CHy—L~CH,07 07 CH,
5 i 2 Hz
i
e (e — - ]
HOH,C—~C~CHy~CH4-C00 ol

HKV

| | 7 HO-"
GlcO

! ]
HOHC~C=CH~CH»~C00™ =—— Gle-0H,C—C—~CHy~CH-C00™

| N o

4

-
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&

“OH
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