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EINLEITUNG

Das Vitamin E wurde zu Beginn der zwanziger Jahre durch Evans und
Bishop [1]lund Mattill und Conklin[2] entdeckt. Anlass zu dieser Ent-
deckung gaben Fiitterungsversuche mit einer Kost, welche die Vitamine A, B und
D, sowie alle unentbehrlichen Nihrstoffe in ausreichender Menge enthielt, die aber
trotzdem bei Ratten zu einer teilweisen Unfruchtbarkeit in der ersten und zur voll-
stindigen Unfruchtbarkeit in der zweiten Generation fiihrten. Auf Grund der Bedeu-
tung dieses neuen Vitamins fiir die Fortpflanzung, erhielt es den Namen Tokopherol,
der sich aus dem griechischen "tokos" (= Geburt) und dem Verb "pherein" (=brin-
gen) zusammensetzt. Die Endung -ol deutet auf den Phenolcharakter der Substanz
hin (vgl. Lit. [3]). .

Reindarstellung, Strukturaufklirung und Synthese des Vitamin E wurden von
Evans und Emerson, Fernholz, Karrer und Todd durchgefiihrt [4],
(5], (61und 7],

Bei der Erforschung der physiologischen Bedeutung des Vitamin E, stiess man
auf eine grosse Anzahl von Mangelkrankheiten, die kiinstlich hervorgerufen werden
konnen, Aber bis heute ist es nicht gelungen, die Ursache dieser Vitamin-E-Mangel-
symptome auf die Storung bestimmter, biochemischer Reaktionen, an denen das Vi-
tamin E in irgend einer Form beteiligt ist, zuriickzufiihren.

Es scheint, dass dem Vitamin E in verschiedenen biochemischen Reaktions~
abldufen eine Rolle zukommt. Als Antioxydans hat es fiir den Schutz leicht oxydabler
Verbindungen im Organismus sicher seine Bedeutung. Wichtiger allerdings scheint
seine Beteiligung in irgend einer Form an der Zellatmung zu sein. Die leichte Oxy-
dierbarkeit zu Chinonen und deren strukturelle Aehnlichkeit mit den K-Vitaminen
und den Ubichinonen stiitzen diese Annahme. Verschiedene Autoren berichten von
Befunden, die eine Beteiligung des Vitamin E an den Oxydationsprozessen in der
Zelle vermuten lassen und sogar den Wirkungsort in der Atmungskette zu lokalisie~
ren scheinen (81, [9], [10), [11]),

Die vorliegende Arbeit wurde im Anschluss an die Dissertation von
J. Gosteli [12] ausgefiihrt. Mit Hilfe Isotopenmarkierter Tokopherole soll der
Metabolismus des Vitamin E untersucht werden, um mit dessen Kenntnis Aussagen
iiber die biochemischen Funktionen des Vitamins zu machen. Die Untersuchungen
beschrinkten sich nicht nur auf das o<-Tokopherol, sondern sie wurden auf eine Reihe
von bekannten und hypothetischen Abbau-Produkten des Vitamin E ausgedehnt. Be-
sonders eingehende Untersuchungen galten dem Stoffwechsel verschieden substituier-

ter Trimethylbenzochinone.
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THEORETISCHER TEIL

I. Synthesen der radioaktiven Substanzen

A. Allgemeines

Die Synthesen wurden im allgemeinen nach bekannten Vorschriften durchge-
fiihrt, die lediglich kleinere Modifikationen fiir Mikromengen oder fiir die Einfiih-
rung der Isotopen erforderlich machten.

B. 3,4-31-1 (ozw. 14C)-dl-¢><-Tok01:oherol

3,4-3H-d1- ox-Tokopherol wurde dargestellt durch Kondensation mittels BF3-
Aetherat vonsH- , bzw, 14C-Isophytol mit Trimethyl-hydrochinon nach Vorschriften
von Isler und Billeter [13], [14], [15] zu Trimethylphytylbenzochinon, das
sich sehr leicht reinigen lisst durch Chromatographie an Alox (I, sauer). Durch

saure Reduktion mit Zinn-II-chlorid bei 90°C erh#lt man dl- ex-Tokopherol,

OH
, oH
CH, CH, .
+
CH,
H BFg °
Dioxan 50 C
CH3 CH3
CH, by
o
SnCly/HC1
CH, l 90°
H
C16Ha3
CHy
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C. (2-Methyl), 1',3",4', 7", 8", 11", 12'-°H-dl- o¢-Tokopherol

(2-Methyl)-1',3',4',7',8',11", 12'—3H-d1- oc-Tokopherol wurde ausgehend von

Fanresylaceton hergestellt, das mittels eines Palladiumkatalysators mit einem
3H2/H2-Gemisch zur perhydro-Verbindung tritiiert wurde,

o (o]

*y/m,
)]\/\)\M /u\/\)\/\)\/\)\
Pd T T T

T T T T T

Bei der Hydrierung des Farnesylacetons wurden nicht nur die Stellen 5, 6, 9,
10, 11 und 12 markiert sondern auch die Positionen 1 und 3, die etwa 15 - 25 % der
Gesa.mt-3H-menge enthielten. Perhydro-Farnesylaceton liess sich ohne weiteres
recht hoch markieren durchBehandeln mit einem Pd/Kat in einem 3H2/H2-Gemisch.
Aus diesem triierten Perhydrofarnesylaceton gelangte man mit einer Acetylen-
synthese zum Dehydroisophytol, das mit Lindlarkatalysator zu Isophytol partiell
hydriert wurde. Die Kondensation mit Trimethylhydrochinon ergab, wieder in der
tiblichen Weise dqrchgeﬁihrt, Trimethylphytylchinon und schliesslich dl- o<-Tokopherol.
In der untensteheﬁden Formel sind die Positionen mit Tritium mit einem Sternchen

bezeichnet:

D. 3H-Polyisoprenalkohole

Die Synthese fiir Polyisoprenalkohole nach Ruzicka [16] war fiir uns ausge-
zeichnet geeignet, da sich das Tritium immer in der letzten Stufe einfithren ldsst:
durch Partialhydrierung der Dreifachbindung mittels des Lindlarkatalysators {17],
(18]
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E. 3H-2, 5,7, 8-Tetramethyl-2-( B-carboxy-iithyl)-acetoxychroman und

3H-Tokopheronolacton

3H-2,5,7, 8-Tetramethyl-2-( B-carboxy-Athyl)-acetoxychroman und SH-Toko-

pheronolacton wurden nach dem Schema von Weichet et al. [19] synthetisiert:

NaC=CH

(o)
Fe(NO,) o)
HOOC CH,y
3“2/ H,
Lindlar-Kat.
OH * *
0
=X
+ CHS
OH
BF3/7nCl,
in AcOH/Aczo
cHy
*
AcO "
CH, o COOH
Ry
1.) KOH
2,) Ce(SO4)2
0
CH, X %
0
CH, g o
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F. 3H—2, 5,7, 8-Tetramethyl-2-carboxyl-6-oxychroman

3}1—2, 5,7, 8-Tetramethyl-2-carboxyl-6-oxychroman wurde ausgehend von

2,4, 5-Trimethyl-3, 6-diacetoxy-benzylidenaceton durch Tritiierung der Doppelbin-
dung, Ueberfithrung ins Cyanhydrin und anschliessende saure Hydrolyse erhalten.
Dieser Weg lieferte jedoch nur bescheidene Ausbeuten.

OAc OAc
3 *
CH3 H27H2 CI-I3 -
o —
H (o]
CH, CH, Hsr
OAc OAc H3
1.) Na.HSO3
2,) KCN
CH3 OAc
* C
HO * HC1 konz. H3
- HO
CHy OOH CH, CHg “C=N
CH OAc Cl-I3
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II. Biochemische Umsetzungen

1 s
A, Versuche mit 3H-Trimethyl-geranyl-geranyl-1,4-benzoch1non ) an Kaninchen

Auf Grund von Versuchen in der Vitamin K-Reihe, die eine Umwandlung von
Vitamin Kl’ mit der Phytylseitenkette, in Vitamin K2(20) mit der Geranylgeranyl-
seitenkette ergaben [15] war es naheliegend Versuche mit einem o<-Tokopherol mit
ungesittigter Seitenkette, dem 5,7, 8-Trimethyltocotrien (3',7',11')-ol auszufiihren,
Es zeigte sich aber sehr bald, dass diese Substanz nicht ohne weiteres synthetisiert
werden konnte, weshalb die Versuche mit tritiummarkiertem E, (20 )1), das einem
Oxydationsprodukt des ox-Tokotrienols entspricht und strukturell dem Vitamin
K2(20) sehr nahe verwandt ist, ausgefiihrt wurden. Fiir die Versuche wurden Hasen-
kaninchen verwendet, die kurz nach der Entwohnung, die Vitamin E-freie Kost nach
GSetsch und Pappenheimer bekamen [20]. Die dadurch verursachte Muskel-
dystrophie wurde durch Messung des ausgeschiedenen Kreatins im Harn verfolgt.

In den wenigen, mit E2(20) unternommenen Versuchen konnte eine deutliche, pri-
ventive wie kurative Wirkung auf die Muskeldystrophie beobachtet werden.

Zur Untersuchung der Umwandlung des E, (20) im Kaninchen bekamen Vitamin-
E-freie Tiere, mitweit fortgeschrittener Muskeldystrophie, 3 - 5 mg E2(20) oral
verabreicht und wurden 24 Std. spiter geschlachtet. Die Lipidextrakte von Herz,
Leber, Skelettmuskulatur, Nieren und Blut wurden mit Hilfe der Gegenstromverteilung
untersucht.

Das Resultat dieser Versuche zeigen die Verteilungsdiagramme, die in Abb, la-e
wiedergegeben sind und die in allen Organen eine deutliche Umwandlung des in Stellung
1', 2' der Seitenkette markierten E2(20) in ein stédrker lipophiles Produkt mit dem
Verteilungsmaximum auf Stufen 29/30 erkennen lassen. Da weder ein Einfluss von
LiAlH 4 noch von kochender Natronlauge auf dieses Umwandlungsprodukt festgestellt

1) Zur Benennung der Trimethylchinone mit ungesittigter, isoprenoider Seitenkette,
von verschiedener Liinge werden analog der Vitamin K,-Reihe folgende Abkurzun-
gen gebraucht:

0
G ne 1
CH, CH, Fir n Ea5)
" on= 2:Eyqy
CH, "on= 9 By
CH, H . 1o
o n n= : E2(50)
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Abb, la-e Verteilungsdiagramme der Organextrakte eines Kaninchens das tritium-

Abb. 1f

markiertes Eg(9g) per os bekommen hatte. Mit Pfeilen ist die Lage der
Spitzenfraktionen der Ausgangssubstanz angedeutet. Die Spitzenfraktion
des Umwandlungsproduktes liegt auf den Stufen 29 - 30, In Abb, la sind
die theoretischen Kurven (----) der Ausgangssubstanz und des Umwand-
lungsproduktes angegeben.

Relative Menge an Umwandlungsprodukt pro Gramm Trockengewicht der
Organe.
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wurde, kann es sich nicht um einen Ester handeln. Versuche mit im Chinonkern
markiertem E2(20) zeigten dieselben Resultate, was eine Abspaltung der Geranyl-
geranyl-Seitenkette vom Chinonkern ausschloss. Wahrscheinlich handelt es sich

bei dieser Umwandlung um eine Verlidngerung der Seitenkette des E2(20) um vier
oder fiinf Isopreneinheiten. Eine nihere Beschreibung dieses Vorganges erfolgt

im Kapitel E (S. 28) die auch den Zusammenhang mit der Umwandlung des o<-Toko-
pherols beleuchten soll.

Bei der Analyse des Harns wurde nach saurer Hydrolyse ein Ausscheidungs-
produkt gefunden, das sich ganz analog dem von Simon und Milhorat gefundenen
Metaboliten des ox-Tokopherols verhilt [21] und mit diesem wahrscheinlich identisch
ist,

B. Versuche mit 3H-d1-o<-Tokopherol an Hithnern

Besonders wichtig fiir Stoffwechseluntersuchungen ist die Wahl des Versuchs-
tieres. Bei Ratten, die auch gegen Vitamin E-Mangel nicht besonders empfindlich
sind, laufen Umwandlungsreaktionendes o< -Tokopherols dusserst langsam ab. Das~
selbe konnte auch bei Kaninchen beobachtet werden, die zwar bedeutend stérker und
mit viel bedrohlicheren Ausfallserscheinungen als die Ratten auf Vitamin E-Mangel
reagieren, Am geeignetsten fiir unsere Versuche erwiesen sich Hithner, die auf der
von Dam [22] angegebenen lebertranreichen Diiit gehalten worden waren.
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Craig-Verteilungsdiagramme (35 Stufen, Metgylglykol/l{eptan) von

Abb. 2a-d
Hiihnerleberextrakten nach Verfiitterung von *H-Tokopherol.
c) nach 7 Tagen

a) nach 24 std.
b) nach 3 Tagen d) nach 14 Tagen
Die Abb. 2a-d geben den zeitlichen Ablauf der Umwandlung des Tokopherols
im Huhn wieder. Mehreren Hithnern wurde je 1 mg Tritium-markiertes c<x-Toko-
pherol oral verabreicht und der Gehalt der Leber an Ausgangsstoff und Endprodukt
mittels Craig-Verteilung eines Aetherextraktes nach verschiedener Zeit untersucht.
Wihrend nach einem Tag sich erst sehr wenig Umwandlungsprodukt gebildet hat
und auch nach drei Tagen das markierte Tokopherol noch stark iiberwog, so war
nach ein bis zwei Wochen das Tokopherol etwa zur Hilfte umgewandelt worden. Offen-
bar ist der Tokopherolbedarf schon beim jungen Huhn ziemlich gross und wird jeden-
falls durch die besondere Diiit noch erhtht, Die Umwandlung des o< -Tokopherols
wird jedoch nur unwesentlich vom Gehalt der Diit an ungesittigten Fettsiuren beein-
flusst, wie spitere Versuche zeigten, in denen an Stelle des Lebertrans, de)r reich

*
an ungesittigten Fettsduren ist ein vollig gehiirtetes Fett verwendet wurde °.

*) Aus Griinden der Kiirze wird im Folgenden die lebertranreiche Didt nach Dam
(siehe Seite 50) als Dist A und die gleiche Diiit, die aber an Stelle des Lebertrans

ein gehirtetes Fett enthilt als Didit B bezeichnet.
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Abb. 3a Verteilungsdiagramme der Lipidextrakte der Zellfraktionen der Leber
eines Huhnes, das 3, 4-3H-dl- o -Tokopherol per os bekommen hatte.
o——o0 Mitochondrien, -.-.-. Zellkernfraktion, ¥ ~---s«Mikrosomen.

Abb. 3b Verteilung der Umwandlungsprodukte in den Zellfraktionen pro Gramm
Trockengewicht,

Ueber den Gehalt der Leberzellfraktionen an Ausgangs- und Umwandlungspro-
dukten gibt Abb, 3a und b Auskunft. Wie die Verteilungsdiagramme des Mitochondrien-,
Zellkern- und des Mikrosomenextraktes zeigen, ist die Hauptmenge an Tokopherol und
Umwandlungsprodukt in den Mitochondrien lokalisiert.

Die Frage nach der Struktur der Umwandlungsprodukte ist in spiteren Kapiteln
eingehend beschrieben, jedoch sei hier schon bemerkt, dass die Umwandlung des
o< -Tokopherols bedeutend komplexer sein muss als die im vorhergehenden Kapitel
beschriebene Umwandlung des E2(20)‘ Wihrend dort in allen Organen dasselbe Um-
wandlungsprodukt zu finden war, so ist dies beim Vitamin E in keiner Weise der
Fall, Wie das Verteilungsdiagramm des Skelettmuskelextraktes (Abb. 4) zeigt, liegt
hier das Verteilungsmaximum des Umwandlungsproduktes nicht auf Stufe 28/29, son-
dern auf Stufe 23, was die Verschiedenheit der Umwandlungsprodukte in Leber und
Muskel klar zeigt.
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Abb. 4 Vertgilungsdiagramm eines Skelettmuskelextraktes eines Hiihnchens, das
3,4-YH-dl- o<-Tokopherol i,v. injiziert erhalten hat.

o——o gemessene Kurve der Radioaktivitit, ----- Differenzkurve (be-

rechnet), 34 stufen, System Methylglycol/Heptan,

Ein interessantes Umwandlungsprodukt des o<-Tokopherols, das sich sehr
rasch bildet, konnte im Blut von Hiihnern gefunden werden, Schon zwei Stunden nach
der oralen Verabreichung von 3, 4-3H-dl- o< -Tokopherol ist beinahe sdmtliche
Radioaktivitit in einem Umwandlungsprodukt mit Verteilungsmaximum auf Stufe 25
zu finden, was in Abb. 5a dargestellt ist. Die folgenden Verteilungsdiagramme
[Abb. 5b - d] zeigen, dass nach 20 Stunden neben dem lipophilen noch hydrophilere
Umwandlungsprodukte mit den Maximumfraktionen auf Stufen 13 und 15 auftreten,
wihrend nach 14 Tagen nur noch wenig vom lipophileren Umwandlungsprodukt zu fin-
den war, Die Bedeutung dieser Umwandlung ist noch unklar. Wahrscheinlich handelt
es sich um eine Oxydation des o<-Tokopherols. Nach reduktiver Acetylierung
dieses Umwandlungsproduktes verschiebt sich das Radioaktivititsmaximum in der
Gegenstromverteilung nach der linken, hydrophileren Seite, was charakteristisch
fiir Chinone ist, Abb.[6] wihrend sich bei der Acetylierung von Phenolen, Chromano-
len, Alkoholen oder Hydrochinonen eine Verschiebung des Substanzmaximums nach
rechts, also nach der lipophileren Seite, ergibt. Sicher handelt es sich hier weder
um das Tokopherylchinon, noch um das Trimethylphytylchinon. Hingegen besteht
eine sehr grosse Aehnlichkeit mit dem von Martius und Eilingsfeld [23]
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Abb. 5a-d Verteilungsdiagramme der Lipidextrakte des Blutes eines Hahnes, der
3,4-3H-Tokopherol per os erhalten hatte und dem je 1 Milliliter Blut
nach 2, 20 und 40 Stunden aus der Fliigelvene entnommen wurde. Nach
14 Tagen wurde das Tier geschlachtet. Der Pfeil gibt die Lage der
Spitzenfraktionen von o< -Tokopherol an.

Fraktionen 22 - 30 aus Abb. la nach reduktiver Acetylierung.

beschriebenen Tokopheroxyd und der im Formelschema IV mit Oxydationsprodukt III

bezeichneten Substanz,
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C. Versuche mit 3H-Tokopheronolacton und verwandten Derivaten

Die ersten Stoffwechseluntersuchungen mit radioaktiv markiertem Vitamin E
sind von Milhorat [21] unternommen worden und fiijhrten zur Isolierung eines im
Harn von Kaninchen ausgeschiedenen Abbauproduktes, des ox-Tokopherols., Formel-
schema 1 zeigt den Abbauweg des ox-Tokopherols, der durch w-Oxydation zu II,
durch fiinfmalige f-Oxydation zur Chromanolsiure II und schliesslich zu den im
Harn gefundenen Ausscheidungsprodukten IV und V fiihrt [vgl. 24 und 25). Die Pro-
dukte VI, VII und VIO sind hypothetische Zwischenprodukte, die wahrscheinlich zur
gleichen Reaktionskette gehtren (siehe niichste Kapitel).

Abbau des Tokopherols

CH3
HO
CHy Y
CHy 1
‘ w -Oxydation
CH3
HO
COOH
0
CHy
CHy o 8 -Oxydation
- 2Essigsiure; -3 Propionséiure
CHS cna
HO (¢}
COOH — COOH ':: o
° CH CH o
s cH, HO CHyq 3 CH,
CH3 3 CH3
P "
CH3 CH3 Cl-I3
H HO (o}
COOH __, —
0 0] CH 0
CH, CH, s
CHy CH Hz



c/giy Ausgangssubstanz
1500
l"3(: ﬂ3 Umwandlungs-
produkt
7000+
HyC
500
Y s w m w s w0
g 1 I U U T a

g - i
Fraktionen

T

20000
150001 ‘
10000}
5000

o o
ofi
5%

0 s 20 25 30

L
HO 3000
COOH zoaad
° 1000}
CHy |t 1w @ s wN,
15000\
HO
10000 »1
° COOH $00r
5 72 25 30 d
¢ 20
0

T

5000

4000 l
3000
2000
7000,

T T T

(]
O
>
|
I
-

Abb, Ta-e Craig-Verteilungsdiagramme von Hiihnerleberextrakten nach Verfiitte-
rung der links aufgefiihrten SH-markierten Substanzen, Die Lage der
Maximumsfraktion der Ausgangssubstanzen ist mit einem Pfeil bezeich-
net, die Maxima rechts entsprechen dem Eg(50), die Maxima bei Frak-
tion 14-16 in Abb., Tb-e stammen von einem noch nicht identifizierten
Zwischenprodukt.
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Die stark verinderte Struktur der Produkte IV und V liess eine Vitamin E-
Wirksamkeit von vornherein als unwahrscheinlich erscheinen. Allerdings muss man
bei der Frage nach dem Mechanismus der Vitamin E-Wirkung vorsichtig sein, da
dem Vitamin E mehrere Funktionen zukommen knnen und es in mehreren Wirkfor-
men auftreten kann, so dass man bei den verschiedenen Tests der Vitamin E-Wirk-
samkeit dariiber im Unklaren ist, welche Funktion und Wirkform gemessen wird,
Ebenso spielt natlirlich auch die Absorption, Ausscheidung und Assimilation beim
Test in vivo eine grosse Rolle,

Den Anstoss zu Versuchen mit einer Reihe von radioaktiv markierten Abbau-
produkten des Vitamin E [ Formelschema I, IN, V, VI, VII, VIII] gaben die Arbei-
ten von Green [26] der einen starken Einfluss von ox-Tokopherol und besonders
der Verbindungen IV und V auf die Ubichinonkonzentration im Herzen feststellte.

Eine Auswahl aus den Ergebnissen dieser sowie einiger anschliessender Ver-
suche ist in Abb. Ta-e dargestellt. Sie zeigen Verteilungsdiagramme von Lipidextrak-
ten der Lebern von Hithnern, denen je 1 mg der in der linken Spalte angegebenen Sub-
stanzen per os gegeben worden war und die 24 Stunden spiter geschlachtet wurden.,
Die Pfeilebezeichnendie Positionen der Ausgangssubstanzen, Die in den Kurven 7b-e
in der Mitte bemerkbaren Maxima geh6ren zu Umwandlungsprodukten, deren Struktur
noch nicht abgeklirt ist. Es kdnnte sich um Chromanole handeln, was durch das Ver-
halten der Derivate wahrscheinlich gemacht werden konnte. Entsprechend der Lage,
des Maximums in der Gegenstromverteilung kénnte es sich um ein Tokopherol mit
der dreifach ungesittigten isoprenoiden Seitenketten, dem von Green isolierten
5,7, 8-Trimethyl-tokotrien-(3*,7',11")-ol, handeln [27, 28],

In diesem Zusammenhang sind die Versuche von Schwarz [29] von Interesse,
welcher die zehnfache Wirkung des Tokotrienols gegeniiber dem o<-Tokopherol in
der Verhiitung des "Respiratory-Decline" von Leberschnitten fand. Auch die Simon-
Milhorat -Metaboliten des o<-Tokopherols zeigten eine recht beachtliche Wirkung,
die vielleicht mit einer Umwandlung in das Tokotrienol erklirt werden kinnte.

Versuche mit der Chromanolséure III des Formelschemas 1 zeigen tatsichlich,
dass eine Umwandlung in das priisumptivé Tokotrienol sehr rasch geht.
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Abb. 8a Verteilungsdiagramm eines Hiihnerleberextraktes nach Verfiitterung von
Tritium-markiertem 2,5, 7, 8-Tetramethyl-2-( B-carboxy-éthyl)-acetoxy-
chroman. Versuchsdauer 5 Stunden. Mit dem Pfeil ist die Lage der
Spitzenfraktion der Ausgangssubstanz angegeben.

Abb. 8b Versuchsdauer 24 Stunden.

In Abb. 8a und b sind die Verteilungsdiagramme zweier Leberextrakte von
Hithnern wiedergegeben, die die Substanz III per os appliziert bekamen und nach 5
bzw, 24 Stunden geschlachtet wurden. Das Verteilungsmaximum des Tokotrienols
liegt auf den Stufen 14, 15 wo sich auch die Hauptmenge der Radioaktivitit nach
fiinfstiindiger Versuchsdauer befindet.

Auf Grund der Lage der Verteilungsmaxima der Umwandlungsprodukte, der in
den Abb. Ta-e angegebenen Diagramme auf den Stufen 28-30, wurde angenommen,
dass diese mit den aus ox-Tokopherol entstandenen identisch sind. Versuche, in
denen Hiihner 14C -markiertes o<-Tokopherol per os erhielten und eine Woche spiter
die Tritium-markierten Substanzen IIl, IV, VI bekamen und 24 Stunden darauf ge-
schlachtet wurden, ergaben nach der iiblichen Aufarbeitung die in Abb, 9a-c ange-
gebenen Verteilungsdiagramme, die eine auffallende Uebereinstimmung der Kurven
der 14C- und 3I-I-Aktivitiit zeigen. Auf Grund dieser Ergebnisse wurde angenommen,
dass die Metaboliten, IV und V nicht nur als "harnfihig" gemachte Abbauprodukte des
Vitamin E angesehen werden diirfen, sondern dass es sich hier vielmehr um wichiige
Zwischenprodukte in einer langen Reaktionskette handelt, die als Ausscheidungspro-
dukte auch die Regulation des Vitamin E Stoffwechsels iibernehmen.
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Die mogliche Struktur der Umwandlungsprodukte mit den Maximalfraktionen
auf Stufen 28 - 30 in der 34-stufigen Gegenstromverteilung wird in den niichsten
Kapiteln diskutiert.
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Abb, 9a-c¢ Verteilungsdiagramme von Hithnerleberextrakten nach Verfiitterung der
in der linken Spalte angegebenen 14C und 3H-markierten Substanzen.
o————0 14C-Aktivitit 0-—------ o 3H-Aktivitit
Die Pfeile geben die Lage der Ausgangssubstanzen an.
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D. Ueber die Struktur der Umwandlungsprodukte des ox -Tokopherols

Eine Strukturaufklirung der in diesen Versuchen nachgewiesenen Umwandlungs-
produkte ist dusserst schwierig und lisst sich mit den iiblichen chemischen und physi-
kalischen Hilfsmitteln nicht durchfiihren, da man es im allgemeinen nur mit Bruchtei-
len von Mikrogrammen oder bestenfalls mit wenigen Mikrogrammen zu tun hat, die
mit der mehrtausendfachen Menge verunreinigt sind. Man kennt wohl die Ausgangs-
substanz, kennt die markierten Stellen im Ausgangsmolekiil, die sich natiirlich variie-
ren lassen und kann auf Grund biochemischer Erfahrungen verschiedene Theorien
tiber mogliche Umwandlungsreaktionen aufstellen. Auf Grund solcher Hypothesen, wo-
bei man natiirlich das Verhalten der zu untersuchenden Umwandlungsprodukte in ver-
schiedenen chromatographischen Systemen mit einbezieht, werden die in Frage kom-
menden Substanzen synthetisiert und mit den radioaktiven Umwandlungsprodukten
auf verschiedene Arten verglichen. Dass dieser Methode immer etwas Unsicheres an-
haftet, da niemals Messungen an der reinen zu untersuchenden Substanz selbst durch-
gefiihrt werden konnen, ist ohne weiteres einzusehen,

Wie die Gegenstromverteilung zeigte, musste es sich beim Umwandlungspro-
dukt aus cx-Tokopherol um einen stark lipophilen Stoff handeln. Diinnschicht- und
Papierchromatogramme zeigten, dass es sich nicht um eines, sondern um mehrere
Produkte handeln musste, die mit Hilfe der 34-stufigen Craig-Verteilung nicht auf-
getrennt wurden, da ihre Spitzenfraktionen alle ungefihr an derselben Stelle liegen,
némlich auf den Stufen 28 - 30. Auf Grund der Untersuchungen iiber Umwandlungs-
mechanismen beim Ubichinon und Vitamin K, die beim Ubichinon einen sehr interes-
santen Mechanismus der Seitenkettenverlingerung [30] aufzeigten und auch durch
das Auffinden von langkettigen K-Vitaminen bei niederen Tieren, schien es aussichts-
reich, auch im Falle der Umwandlungsprodukte des Vitamin E nach langkettigen
Trimethylchinonen zu suchen. Tatsichlich gelang es ein Umwandlungsprodukt des
Vitamin E mittels der Gegenstromverteilung mit Trimethylfarnesyl-farnesyl-geranyl-
geranyl-benzochinon (E2(50)) zu identifizieren wie die Abb. 10a-c zeigen.
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Abb, 10a Craig-Verteilungsdiagramm eines Hiihnerleberextraktes nach Verfiitte-
rung von markiertem Tokopherol (Maximum bei Frakt. 17/19), Bildung
des lipophilen Umwandlungsproduktes (Maximum bei Frakt. 28/30).
Zum Vergleich synthetisches "E2(45)“ --------
Abb. 10b Fraktion 25 - 32 aus Versuch Abb, 10a nach reduktiver Acetylierung
neu verteilt.
Abb. 10c

Vergleich des Umwandlungsproduktes von Tokopherol mit synthetischem
"EZ(BO)" nach reduktiver Acetylierung.

Ein Vergleich mit synthetisch hergestelltem EZ( 45) zeigt zwar Uebereinstim-
mung der radiometrisch gemessenen Kurve mit der Kurve die sich durch Messung
der Extinktion bei 259 mp ergab. Reduktive Acetylierung verschob jedoch das Ma-
ximum der Verteilungskurve des synthetischen Chinons etwas weiter nach der hydro-
philen Seite hin [Abb. lOb]. Der Vergleich mit synthetischem E2(50) ergab sowohl
die Uebereinstimmung des Chinons, wie des Diacetates Abb. 10c . Auch die Tat-
sache, dass die Isoprenseitenketten von Trimethylchinonen, (EZ(ZO)’ E2(25)) nach

dem gleichen Mechanismus wie die Ubichinone verlingert werden [30], bekriftigte
diesen Befund (siehe niichstes Kapitel), Gegen diese Annahme spricht allerdings

die Tatsache, dass es bisher nicht gelang, das E2(50) aus Schweinelebern und Schwei-
neherzen in Substanz zu isolieren [31].



- 928 -

E. Ueber die Umwandlung des E2(20) und E2(25) im Huhn

Jungen, mit der Didt A aufgezogenen Hithnern wurde, in der Position 1', 2'
der Seitenkette tritiummarkiertes E2(20) oder E2(25) intravends appliziert.
Wihrend das E2(20) nach ca, 24 Stunden zu 70 - 80 % umgesetzt worden war, so
war dies beim E2(25) nach 48 Stunden erst zu ca. 40 % geschehen, wie dies aus
der Abb, 11a und b zu sehen ist, die je ein Diinnschichtchromatogramm eines Leber-
extraktes eines Huhnes, das EZ(ZO) bzw. E2(25) erhalten hatte wiedergeben. Es ist
zu beachten, dass im Falle des E2(20) das radioaktive Umwandlungsprodukt einen
etwas kleineren Rf-Wert besitzt, als das authentische, zugesetzte E2(50), das
heisst, es handelt sich hier in der Hauptmenge um das E2( 40)’ wihrend im Falle
des E2(25) die Radioaktivitit des Umwandlungsproduktes ganz genau mit syntheti-
schem E2(50) parallel lduft. In den folgenden Abbildungen sind die Versuche wieder-
gegeben, die den Beweis, dass aus E2(25) im Huhn E2(50) entsteht, erbringen.
Abb. 12a zeigt ein Verteilungsdiagramm eines Hiihnerleberextraktes mit zugesetztem,
synthetischem E2(50) , dessen Verteilungskurve durch opt. Messung bei 260 mp
bestimmt wurde. Nach reduktiver Acetylierung erhilt man die erwartete Kurve der
Abb. 12b, mit der Spitzenfraktion auf Stufe 25, fiir das Diacetat des E2(50)'

Wird das Diacetat wieder mit LiAlH 4 verseift und anschliessend mit Silberoxyd
oxydiert, so erhiilt man die Verteilungskurve der Abb. 12, Die radiometrisch ge-

messene Kurve deckt sich wieder mit der optisch gemessenen Kurve von authentisch
zugesetztem E2(50).
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Abb. 11a Diinnschichtchromatogramm des Leberextraktes eines Hithnchens, das

3H-E2£a5 i.v. erhalten hatte und nach 48 Stunden geschlachtet wurde.
Lavfm e)l: Benzol abs.

Abb, 11b  Diinnschichtchromatogramm des Leberextraktes eines Hithnchens, dem

H-Egq 202 intravents injiziert worden war und das nach 24 Stunden ge-
schlachtet wurde, Laufmittel: Benzol abs,
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Abb. 12a Verteilungsdiagramm von Eg(50), das im Huhn aus Ep(5) gebildet wor-
den war. o—o0
Zum Vergleich synthetisches E2(50) 0--~-- 0
Abb, 12b  Fraktionen 26 - 33 aus Abb, 12a nach reduktiver Acetylierung erneut
verteilt, :
Abb. 12¢  Fraktionen 16 - 30 aus Abb. 12b mit LiAlH4 verseift, mit Silberoxyd

oxydiert und erneut verteilt.
0——o radioaktiv gemessene Kurve 0------ o synthetisches Eg(s50)
optisch gemessen bei 260 mp. '

Laufstrecke 26 cm

Papierchromat.

1000 - 10000,

5000

3000 -

@ 2 P O o N
E,(50) E,(25) Eg(50)-Diacetat Ey(50)|Eo(50)-Diacetat Eo(50)
Abb, 13 Abb. 14a Abb. 14b
Abb, 13 Papierchromatogramm eines Hiihnerleberextraktes nach Verfiitterung

Abb. 14a

Abb. 14b

Die Flecken stammen von zugesetztem authentischem

A Lo ittel: Alkohol ab
2(25). osungsmitiel: Ooho. S.

Ez(so) un
Diinnschichtchromatogramm eines Hiihnerleberextraktes nach i.v. Injek-
tion von 3H-E2(25), nach Abtrennung des Ausgangsproduktes und reduk-
tiver Acetylierung zusammen mit synthetischem Ez(so)-Diacetat und
Eg(50). Mit abs. Benzol entwickelt,

Mit Benzol : Isooktan = 1 : 1 + 4 % Aceton entwickelt.
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Auch auf dem Papierchromatogramm ist Uebereinstimmung der Radioaktivitit
mit zugesetztem E2(50) zu sehen [Abb. 13], Abb. 14a und b zeigen Diinnschicht-
chromatogramme, die mit verschiedenen Laufmitteln entwickelt wurden und volle
Identitiit des radioaktiven Hydrochinon-E2 (50)—diacetates mit synthetischem ergaben.

F. Zur Bildung von E2(50)

Im Formelschema 1 ist der Abbau des Tokopherols angegeben, In einer weite-
ren Versuchsserie wurde dann gezeigt, dass es sich bei den Substanzen IlI, IV, V,
VI etc. dieses Schemas nicht nur um Abbau- und Ausscheidungsprodukie des
o< -Tokopherols handelt, sondern vielmehr um Zwischenprodukte einer langen Reak-
tionskette die, wenn sie zu E2(50) als Endprodukt fiihren soll iiber das von uns so
benannte Iso E2(5) [Formelschema II, Formel II] gehen muss [24], dawie schon
Stoffel und Martius zeigten, das Trimethylbenzochinon im Gegensatz zum
Ubichinon (0) nicht alkyliert wird [32].

cpm | 0——o0 Iso Es(5)
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Abb. 15 Verteilungsdiagramme der Aetherextrakte zweier Ansiitze mit Bact.
T Subtilis in einer NihrlSsung mit 3H-E2(5) 0----- o bzw.
3H-Iso Eg(5y 0—°  Dauer: 3 Tagé.

Gleichzeitig in unserem Labor durchgefiihrte Versuche mit Bakterium
Subtilis [ 30] das mit Tritium-markiertem Iso-E2(5) oder E2(5) [1] wachsen gelas-
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sen wurde, liessen eine wesentlich héhere Reaktionsbereitschaft des Iso E2(5) fest- -
stellen, was in den Verteilungsdiagrammen der Abb, 15 deutlich zum Ausdruck
kommt. Neben sehr viel Ausgangsprodukt (Stufe 15) liess sich beim Iso E2(5) (aus-
gezogene Kurve) ein deutliches Maximum auf den Stufen 29/30 erkennen, wihrend
beim EZ(S) (gestrichelte Kurve) nur eine schwache Schulter unterscheidbar ist.

Die Bildung von E2(50) vollzieht sich also, wie im Formelschema II angegeben
ist, iiber das Iso E2(5) (II) aus dem mdoglicherweise durch Anlagerung von Farnesyl-
pyrophosphat E2(20) entsteht, bzw, von Geranyl-geranylpyrophosphat E2(25) ().
Dieser erste Schritt kann sich natiirlich auch stufenweise durch drei- bzw, vier-
malige Anlagerung von Isopentenylpyrophosphat vollziehen [33, 34]. Durch Koppelung
von zwei Molekiilen E2(25) oder von E2(25) mit E2(20) entsteht E2(50) (V) oder
Eo a5y

Dieser letzte Schritt wurde von Bosshardt [30] bei der Untersuchung der
Biosynthese der Ubichinone gefunden und gilt wie im vorangehenden Kapitel gezeigt

wurde, auch fiir die Trimethylchinone.
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G. Versuche mit verschieden markiertem ox-Tokopherol

Um einen bessern Einblick in den Stoffwechsel des Vitamin E zu erhalten,
wurde eine Reihe von Tierversuchen mit verschieden markiertem ox-Tokopherol
durchgefiihrt. Im Formelschema III sind die verschieden markierten Tokopherole
wiedergegeben: Bei der Verbindung (I) handelt es sich um dl- ox-Tokopherol, das in
den mit * bezeichneten Stellen mit Tritium markiert ist, bei (II) handelt es sich
ebenfalls um dl- oc-Tokopherol, das in den Positionen 3 und 4 mit 14{C markiert
ist und bei (III) handelt es sich um das natiirliche d- ex-Tokopherol, das in der Me-

thylgruppe an Stellung 5 mit 14‘C markiert ist,

Formelschema III
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Im besondern erlaubte diese Art der Markierung, Umwandlungsprodukte des
ox-Tokopherols zu unterscheiden, die durch direkte Oxydation des o<-Tokopherols
entstehen, [35, 36] von solchen deren Bildung einen Abbau der Seitenkette des
Vitamin E voraussetzt, wie dies auch fiir das E2(50) der Fall ist,

Als Versuchstiere dienten junge, auf den Diliten A und B gehaltene Hiihner,
denen eine Mischung der Tokopherole (I) und (II) oral oder intravends verabreicht
wurde. Nach 10 Tagen wurden die Tiere geschlachtet und die Lipidextrakte der
Lebern mit Hilfe der Gegenstromverteilung auf Umwandlungsprodukte und deren
Isotopenverhiltinis (14C : 3H) untersucht. Die Ergebnisse dieser Versuche sind in
den Abb, 16 - 19 wiedergegeben. Die ausgezogenen Verteilungskurven zeigen den
Verlauf der Tritiumaktivitit und die gestrichelten den der 14C -Aktivitdt. Das Siu-
lenpaar links stellt das Isotopenverhiltnis (140 : 3H) der Ausgangssubstanz dar,
wihrend mit dem Siulenpaar rechts das Isotopenverhiltnis der Umwandlungsprodukte
angegeben wird.

Fiir die Versuche der Abb, 16 und 17 wurd:;n auf der Diiit A gehaltene Tiere

verwendet, die zusédtzlich tiglich 2 mg Santoquin™’, ein kiinstliches Antioxydans
erhielten, Beiden Hiihnern wurde je ein Milliliter einer Losung von Cremophor El,
ca. 10 % Feinsprit und Wasser, die je ein Milligramm einer Mischung der Substan-
zenI und II enthielt oral (Abb. 16) oder intravends (Abb. 17) verabreicht.

Es scheint, dass die Diiit A die Bildung von Oxydationsprodukten, die ohne Veriinde-
rung der Seitenkette, sondern nur durch Dimerisationdes oral verabreichten o<-Toko-
pherols entstanden, begiinstigt, trotz der tiglichen Gabenvon Santoquin. Aus dem Isotopen-
verhiltnis lisst sichungefihr abschitzen, dass ca. 80 % der Umwandlungsprodukte Oxy-
dationsprodukte des Vitamin E mit intakter Seitenkette sind. Dass das Santoquin hier keinen
besonders grossen Einfluss auf die Verhiitung der Oxydation des o<-Tokopherols
hatte, wie aus parallel-Versuchen ohne Santoquin hervorgeht, konnte auf die Art
der Absorption dieses Antioxydans zuriickzufiihren sein. Wie Wiss [37] zeigte,
sind einmalige Gaben nur kurze Zeit wirksam, wihrend kontinuierlich zugefiihrte,
kleinere Mengen wahrscheinlich bessere Effekte zeitigen wiirden,

1) Santoquin = EMQ (6-#thoxy-1, 2-dihydro-2, 2, 4-trimethylchinolin).
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Abb, 16-17b Verteilungsdiagramme von Leberextrakten von Hithnern, die auf den
Didten A oder B gehalten wurden und die ein Gemisch von o<~Toko-
pherol I und II oral oder i,v., erhalten hatten.

o—o0 SH-Aktivitit 0—n-mm- o l4C-Axtivitit

Abb, 16 a Huhn auf Diiit B, Fitterung des ox-Tokopherols per os

Abb, 16b, 17,b, 18b, 19b linkes Siulenpaar Isotopenverhiltnis der Ausgangssub-

stanz, rechtes Siulenpaar Isotopenverhiltnis der Umwandlungspro-
dukte,

Abb, 17a Huhn auf Didt B, Applikation des o<-Tokopherols i.v.

Im Gegensatz zur oralen Verabreichung, bilden sich bei intravendser Applika-
tion des ox-Tokopherols bedeutend weniger Oxydationsprodukte (Abb. 17). Wie es
sich aus dem Isotopenverhiltnis berechnen lisst, entfallen nur etwa 24 % auf Oxy-
dationsprodukte, wihrend etwa 76 % der Umwandlungsprodukte nach Abbau der
Seitenkette, wie es in vorhergehenden Kapiteln diskutiert wurde, entstehen.
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Abb. 18a Huhn auf Di#it A, Applikation des ox-Tokopherols per os
Abb. 192 Huhn auf Didit A, Applikation des o<-Tokopherols i.v.

Die Versuche der Abb, 17 und 18, fiir die Hithner verwendet wurden, die an
Stelle des Lebertrans, der reich an ungesittigten Fettsiuren ist, ein voll gehirte-
tes Fett in ihrer Difit (B) erhielten, zeigten, dass sich hier nur wenig direkte Oxy-
dationsprodukte des o<-Tokopherols bilden.. Nur etwa 30 % der Umwandlungsprodukte
entfallen sowohl bei oraler wie bei intravendser Applikation des Vitamin E auf solche
Oxydationsprodukte,

Bei den Versuchen [Abb, 18 und 19] ist besonders auffallend, dass sich be-
zliglich des noch unveriindertern ox-Tokopherols, nach intraventser Verabreichung



- 36 -

eine bedeutend grossere Menge Umwandlungsprodukte bildet, als nach oraler Ver-
abreichung., Zur Auftrennung der verschiedenen Umwandlungsprodukte des o<-Toko-
pherols erwies sich die Diinnschichtchromatographie als gutes und einfaches Hilfs~
mittel. Dazu waren allerdings spezifisch hoch markierte Ausgangssubstanzen und
hohe Ausbeuten an Umwandlungsprodukten erforderlich, die man besonders bei
intravendser Applikation erhielt.

Es wurde eine Reihe mdoglicher Oxydationsprodukte als Vergleichssubstanzen
hergestellt [39]:
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Aus Abb. 20 ist das Verhalten einer Reihe von verwendeten Verbindungen im
Diinnschichtchromatogramm, das mit abs. Benzol entwickelt wurde ersichtlich.

Front. Laufmittel: Benzol abs.

Squalen

Ezé”“) Trimethylphytyl-
enzochinon
E, (20) Ox. Prod.I @
D &, ) )
@ o -Tokopherol
Ox. Prod. II
E()
Ox. Prod. III
Start M-Tokopheélchinon @

Abb. 20

Tierversuche: Ein junges Huhn, das einige Zeit die Diéit A erhalten hatte, bekam ein
Milligramm einer Mischung der Substanzen I und II des Formelschemas Il intra-
vends injiziert und wurde sieben Tage spiter geschlachtet, Ein Teil des Lipidextrak-
tes der Leber wurde, geldst in Hexan auf einer Reihe von Punkten auf einer Diinn-
schichtplatte, zusammen mit Vergleichssubstanzen aufgetragen und mit abs. Benzol
entwickelt. Das Resultat dieses Chromatogramms ist in Abb. 21 wiedergegeben und
zeigt ein ganzes Spekitrum von Umwandlungsprodukten des ox-Tokopherols,
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Diinnschichtchromatogramm des Leberextraktes eines Huhnes, das mar-
kiertes o<-Tokopherol I und II erhalten hatte, Versuchsdauer: 7 Tage.
0——o0 JH-Aktivitit 0----- o l4C-Ativitst. 2 ist unverinderte Ausgangs-
substanz, 1,3,4,5,6 sind Umwandlungsprodukie. Die schwarzen Flecken
stammen von synthetischen, als Vergleichssubstanzen zugesetzten Pro-

ben.

Abb, 21

Wie aus dem Verlauf der Kurven der 14C- und 3H-Aktivitﬁt zu entnehmen ist,

sind deutlich 6 Maxima der L1C-Aktivitit und 5 der SH-Aktivitit zu unterscheiden,
die im Folgenden stets mit 1,2,3,4,5,6, wie dies in Abb. 21 angegeben ist, be-
zeichnet werden,

Nur in den Substanzen 1, 2 und 3 findet sich das Isotopenverhiltnis der Aus-
gangsmischung wieder. Bei 2 handelt es sich um unverindertes c¢x-Tokopherol. Bei
1 und 3 diirfte es sich um direkte Oxydationsprodukte des ox-Tokopherols handeln,
die mit den Oxydationsprodukten II bzw. mit I [siehe FormelschemaIV] parallel laufen.

Ganz anders ist die Situation bei den Umwandlungsprodukten 4,5 und 6, die
eine gegeniiber der Ausgangssubstanz um 70 - 80 % verminderte 3H-Aktivit:'a'.t auf-
weisen.

Die Verteilung der gesamten14C -Aktivitdt, die aus der 3,4-Stellung des dl- cx-
Tokopherols stammt, auf die Produkte 1,2,3,4,5,6 ist aus der Tabelle 1, Spalte A
ersichtlich, die zeigt, dass 74 % der 1%C-Aktivitat auf die Umwandlungsprodukte
1,3,4,5 und 6 entfallen, wihrend dies im Falle der Tritiumaktivitit nur 52,5 % aus-

macht.
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Wie die Bilanzrechnung zeigt, fehlen beziiglich des Ausgangsisotopenverhiilt-
nigsses des verfiitterten 14C— und 3H-Tokopherols, in den Umwandlungsprodukten
ca, 60 % der 3H-Aktivitéit, die durch Abbau der Seitenkette verlorengegangen sein
muss,

Die Kenntnis der Strukturen der Umwandlungsprodukte und deren Entstehungs-
mechanismen kénnten wahrscheinlich sehr viel zur Erforschung von Funktion und
Wirkung des Vitamin E beitragen.

Etwas niiher untersucht wurde die Substanz 1, die im Diinnschichtchromato-
gramm parallel mit dem Oxydationsprodukte IIT und ox-Tokopherylchinon und die
Substanz 4, die parallel mit E2(50) lduft. Zu diesem Zwecke wurde moglichst viel
eines Leberextraktes eines Huhnes, das die verschieden markierten Tokopherole I
und II des Formelschemas IIl erhalten hatte mit Hilfe der Diinnschichtmethode chro-
matographiert, anschliessend das Kieselgel mit der Substanz 4 abgekratzt, mit abs.
Aether eluiert, das Losungsmittel eingeengt und nochmals auf einer Diinnschichtplatte
analysiert, Das Resultat dieser Chromatographie ist in Abb, 22 zu sehen und zeigt
eine sehr genaue Uebereinstimmung der Radioaktivitit mit dem Fleck des syntheti-
schen E2(50). Auch das Isotopenverhiltnis bestitigt die Hypothese, dass E2(50) iiber
ein Zwischenprodukt gebildet wird, das durch Abbau der Seitenkette des o<-Toko-
pherols entsteht. Die noch vorhandene, geringe 3H-Aktivitﬁt stammt aus der Methyl-
gruppe in Stellung 2 des Chromanolkernes und aus der Position 1' der Seitenkette
des o<-Tokopherols.

cpm
200 14,
100 J 3
H
Start Front
-
Eq - E9(50)

Abb, 22 Diinnschichtchromatogramm der Substanz 4 zusammen mit synthetischem
E2(50). Weisse Siulen 14C-Aktivitit, schwarze Siulen 3H-Aktivitit.
Laufmittel: Benzol abs.
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In analoger Weise wurde auch die Substanz 1 in verschiedenen Lésungsmittel-
systemen auf Diinnschichtplatten untersucht und sowohl mit dem Oxydationsprodukt III
als auch mit Tokopherylchinon verglichen [Abb. 23a und b].

cpm
] 3
500 - H
H - 200
14¢ 300 - 14¢
-100
Front 1001 start 1
@@ Ox. Prod. II o¢ -Tokopherylchinon-@ @<
LTokopherylchinon Ox. Prod. I
a b

Abb, 23a Diinnschichtchromatogramm des Umwandlungsproduktes 1 zusammen mit
synth., Oxydationsprodukt II und ox-Tokopherylchinon. Weisse S4ulen:
3H-Aktivitdt, schwarze Stulen: 14C-Aktivitit, Laufmittel: Benzol : Isook-
tan =1:1 + 2,5 % Aceton.

Abb, 23b Laufmittel: Benzol : Essigester =1 : 1,

Abb. 23a und b zeigen, dass ungefihr 40 % der Radioaktivitit mit Tokopheryl-
chinon und 60 % mit dem Oxydationsprodukt III parallel laufen.

Die eigenartige Struktur dieses Oxydationsproduktes, welches das Redoxpaar
Chromanol - Chinon in einem Molekiil vereinigt, gibt zur Frage Anlass, ob dieses
Dimerisationsprodukt nur als Folge der Antioxydanswirkung des Vitamin E zu be-~
trachten ist, oder ob es nicht eine besondere Funktion, méglicherweise in der At-
mungskette, zu erfiillen hat. Auch der Befund, dass diese Substanz im Rattenresorp-
tionstest nur ca., 2 % der Wirkung des oc<-Tokopherols aufweist, [38] spricht nicht
gegen eine Beteiligung an der Atmungskette, da die Funktion des o -Tokopherols
bei der Fortpflanzung unabhiingig von einer Beteiligung in irgend einer Form an der
Atmungskette sein kann,

Eine ganze Reihe von analogen Versuchen mit jungen Hithnchen ergaben immer
wieder ganz dhnliche Resultate, die in der Tabelle 2 zusammengefasst sind. Aus
dieser Tabelle ist die prozentuale Verteilung auf die 6 Radioaktivititsmaxima die
aus den Diinnschichtchromatogrammen der Leberextrakie von Hithnchen erhalten wur-
den, nach verschiedener Versuchsdauer und bei Verwendung der Diéiten A und B er-
sichtlich,
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Tabelle 1 Prozentualer Anteil der Umwandlungsprodukte 1 - 6 bei verschiedener
Versuchsdauer und Didten, berechnet aus den Kurven der Diinnschicht-

chromatogramme,
Umwandlungsprodukte Didt A + dl- ox- Didt B + dl- ex-Tokopherol II
aus Diinnschicht- Tokopherol I+II
chromatogramm % ~ Verteilung % - Verteilung
1 12,2 15,3 14,1 16,2 16,1
zwischen 1 und 2 5,1 5,7 5,2 5,5 5,9
2 =Vit, E 26,0 12,2 30 23,9 14,8
3 19,4 26,2 14 15,9 18,2
4= E2(50) 7,1 9,2 8 10,9 11,2
; 30,3 | 31,4 | 28,7 27,8 33,9
Versuche a b c c d
Versuchsdauer TTage | 21 Tage | 9 Tage T Tage 21 Tage

Bei den Versuchen a, b und ¢ handelt es sich um Versuche mit den Toko-
pherolen I und I (Formelschema II) bei d und e mit einer Mischung von 3,4
14C -Tokopherol (II) und 3H E2(50) Die Zahlen beziehen sich alle auf die gemes-
sene 14 C Aktivitit, die aus dem 3, 4-14C -dl- x-Tokopherol (II) stammt. Wie die
Versuche a - e zeigten, tritt das Produkt 1 immer in ungeféihr derselben, rela-
tiven Konzentration auf, wihrend sich vom Produkt 3 in den Versuchen a und b
mit der Difit A deutlich mehr bildet als in den Versuchen c, d, e mit der Diiit B.
Die Umwandlungsprodukte 4, 5 und 6 treten bei allen Versuchen in vergleichbaren
Mengen auf.

Die relative Abnahme an o<-Tokopherol (2) istbeidenDifiten A und B unge-
fihr dieselbe,
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H. Versuche mit d-14C-oc-Tokopherol

In jiingster Zeit unternommene Versuche mit jungen Hiihnchen, die d- o<-Toko-
pherol, das in der 5-Methylgruppe des Kernes mit 14C markiert war, i.v, injiziert
erhalten hatten ergaben zum Teil iiberraschende Ergebnisse. Bei der Untersuchung
der Organextrakte mit Diinnschichtchromatographie konnten wiederum die 5 Umwand-
lungsprodukte gefunden werden, aber zum Teil in viel geringerem Mass als dies nach
Verfiitterung von 3, 4-3H-d1- ox-Tokopherol der Fall war. Besonders die Bildung der
Umwandlungsprodukte 3, 5 und 6 ist stark zuriickgedringt. Abb. 24a zeigt das
Diinnschichtchromatogramm eines Leberextraktes eines Hiihnchens, das eine Mischung
von d-14C-o<-Tokopherol und 3,4-3H-d1- o<-Tokopherol i.v. erhalten hatte. (Ver-
suchsdauer: 6 Tage). Hier ist der Unterschied zwischen den beiden Formen des
o<-Tokopherols besonders eindriicklich. Auch aus dem Verteilungsdiagramm der
Abb. 24b desselben Leberextraktes ist der Unterschied klar ersichtlich.

.‘.\\_ f,“oq” \F""“"~O—U—Q”“"'_.~'~---l—-"’\‘0~
® OO
P© ailt. E Es (50)

10 15 20 25 Fraktionen
a ‘ b
Abb, 24a Diinnschichtchromatogramm des Leberextraktes eines Huhns, das
eine Mischung von 3,4-3H-dl- o<-Tokopherol und (5-Methyl f4C-)-d-
o<-Tokopherol i,v, injiziert bekommen hatte, o——o0 YH-Aktivitits-
kurve, o----0 14C-Aktivititskurve, 2 = Ausgangssubstanz.

Abb. 24b Verteilungsdiagramm desselben Extraktes iiber 34 Stufen im System
T Methylglycol/Heptan. o----0 14C-Aktivitit, o—o SH-Aktivitit.
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In Tabelle 2 sind die prozentualen Anteile der Umwandlungsprodukte 1 - 6
angegeben nach T bzw, 14-tigiger Versuchsdauer, Die Versuche wurden mit

d—14C-o<-Tokopherol bzw. mit einer Mischung von d-14C- o<-Tokopherol mit
3, 4-3H-dl- o<-Tokopherol durchgefiihrt. In beiden Versuchen ist die Umwandlung
des d-Tokopherols in die Produkte 3, 5 und 6 stark zuriickgedringt [vgl. Tabellel1].

Tabelle 2 Prozentualer Anteil der Umwandlungsprodukte 1 - 6 nach 7 und 14-tigi-

ger Versuchsdauer berechnet aus den Kurven der 14C bzw. SH-Aktivitit
der Diinnschichtchromatogramme.
Diiit A + d-1%C-oc-Toko-
- herol (III) +
Umwandlungsprodukt  [Difit A + p § _
(aus Diinnschichtchro- |d-14C- oc-Tokopherol (II) 3,4-"H-d1- o«-Tokopherol
matogrammen) % Verteilung % Verteilung
14¢ 3y
1 41,17 30,1 14,3
zwischen 1 und 2 5,3 8,1 9
2=Vit. E 40,7 24,6 15,2
3 4,2 13,9 17,7
g = E2(50) [ 3,9 11,3 9,8
8 } 4,2 12 34
Versuchsdauer T Tage 14 Tage

Fiir die anders verlaufende Umwandlung des d-o<-Tokopherols kann es ver-

schiedene Griinde geben: Es konnte sich bei den Produkten 3, 5 und 6 um Um-

wandlungsprodukte handeln, die vorwiegend aus der 1-Form des o«-Tokopherols
entstehen, Eine weitere Moglichkeit wiire die, dass im Verlaufe der Umwandlungs-
reaktion, die zu den Produkten 3, 5 und 6 fiihrt, die 5-Methylgruppe verschwindet,
Tatsichlich ldsst sich die 5-Methylgruppe sehr leicht oxydativ entfernen durch Be-

handeln von ox-Tokopherol mit Salpetersiure unter Bildung des "Tokopherolrotes"

[39], [40].
CHg
HO

C16H33
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Auch beruhen auf der leichten Oxydierbarkeit zu diesem Orthochinon verschie-
dene kolorimetrische Bestimmungsverfahren der Tokopherole [41, 42].

1. Versuche mit Tritium-markiertem E2(50)

Versuche mit jungen Hithnchen, denen in der Seitenkette und im Kern markiertes

E2(50) oral und intravends verabreicht wurde, sollten iiber einen allfilligen Umbau

des E2(50) im Tier Auskunft geben, Das Ergebnis dieser Versuche war ein deutlicher

Umbau des E2(50) bei oraler Applikation wihrend bei intravendser Injektion nur ver-

schwindernd kleine Mengen umgebaut wurden [Abb. 25a und bl. Aus der Lage des

Maximums in der Gegenstromverteilung und aus der Verschiebung der Spitzenfraktion

nach reduktiver Acetylierung zu schliessen, handelt es sich bei dieser Umwandlung
um den Abbau der Seitenkette, wahrscheinlich durch Darmbalkterien zu E2(10) oder

Ey15)

10
cpm

80+
601
401

201

0——o0 oral
------ intravends

Ey(10) ?

10
cpm

T ) v Y

5 10 15 20 25 30 Fraktionen

Abb. 25 Verteilungsdiagramme von Leberextrakten zweier Hiihner, die E2(50)
oral (0——o) und intravends (0-----
spiter geschlachtet wurden. 34-Stufen. System: Methylglykol/Heptan.
Skala links fiir gestrichelte Kurve. Skala rechts fiir ausgezogene Kurve.

0) erhalten hatten und 24 Stunden
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EXPERIMENTELLER TEIL
I. Synthesen

Trimethylchinon erhielt man durch Oxydation von 2,3, 5-Trimethylphenol mit
Fremysalz in einer Ausbeute von 70 - 80 % nach einer analogen Vorschrift von
Weygand et al. [43].

Die Reinigung erfolgte durch Umkristallisieren des Hydrochinons in hochsie-
dendem Petrolither.

3l-I-ma.rkiertes Trimethylchinon, wurde nach Vorschriften von Billeter und
Stoffel [14, 15, 32] fiir die Herstellung von 3 H-Menadion und 3I-I-Ubichinon 0)
dargestellt, durch Bromierung des 2,5, 6-Trimethyl-hydrochinon-diacetates mit

N-Bromsuccinimid und anschliessender Tritiierung der bromierten Verbindung mit

einem Palladium-Katalysator. Das tritiierte Diacetat wurde mit LiA.lH4 verseift

und mit Silberoxyd oxydiert. Die Reinigung erfolgte an der 100-fachen Menge Alox

sauer II. Das Trimethylchinon wurde mit Hexan und 1 - 3 % Aether eluiert. Die

Ausbeuten sind nicht besonders hoch und betragen kaum mehr als 20 % der Theorie.
Spezifische Aktivitst: 50'000 cpm/pg.

6,17,10,11,14,15 - “H-Isophytol

1 g Farnesylaceton (3,8 mMol) wurde in 10 ml 1, 2-Dimethoxyaethan geltst
und mittels Palladium auf Aktivkohle (10 % Pd) in einer speziellen, von uns modi-
fizierten Tritiumapparatur tritiiert.

Es wurde ein3H2/H2 Gemischverwendet, das ungefihr 0,9 C3H enthielt.

Zur Abtrennung des Katalysators wurde nach beendeter Wasserstoffaufnahme
(ca. 3 Stunden) durch Celit abgenutscht und das Lésungsmittel vorsichtig am Was-
serstrahlvakuum abgesaugt. Das zuriickgebliebene radioaktive 6,10,14~Trimethyl-
pentadecanon wurde zur Trocknung zweimal mit absolutem Alkohol versetzt und
wieder eingedampft.

Acetylensynthese

In einem 100 ml Schliffrundkolben, mit einem Dreihalsaufsatz, wurden direkt
aus einer Bombe ca. 70 ml fliissiger Ammoniak vorgelegt und mit einem Magnetriihrer
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geriihrt. In diesem Ammoniak wurde 95 mg sauberes Natrium gelsst (4,1 mMol).
Durch die tiefblaue Losung wurde getrocknetes Acetylen geleitet. Nachdem sich die
Losung entfirbt hatte, wurde unter weiterem Durchleiten von Acetylen das radioak-
tive 3H-Trimethylpentadec:a.non, geldst in 10 ml Petrolither, vorsichtig zugetropit.
(Dauer ca. 30 Minuten). Danach wurde mit wenig Petroldther nachgespiilt, das
Reaktionsgefiss mit einem Plastikdeckel mit kleiner Oeffnung verschlossen und iiber
Nacht in einem Stahlzylinder dicht eingeschlossen. Anderntags wurde das Stahlgefiiss
auf -30°C gekiihlt, vorsichtig gedffnet und der fliissige Ammoniak abgedampft. Die
Aufarbeitung des Riickstandes erfolgte in der iiblichen Weise im Reaktionskolben
selbst, durch Verdiinnen mit ca. 30 ml Heptan, Waschen mit Wasser, 1 n Salzsdure
und wieder Neutralwaschen, Trocknen mit Na2804 und Eindampfen des LOsungsmit-
tels, Das so erhaltene 3H-Dehydroisophytol wurde mit Lindlarkatalysator zu Iso-
phytol reduziert. An Hand der Wasserstoffaufnahme errechnete man die Ausbeute
der Acetylensynthese, die 95 % betrug. Das Isophytol wurde direkt fiir die Kondensa-

tion mit Trimethylhydrochinon verwendet.

Trimethyl-phytyl-1, 4-benzochinon

Ein 10 ml Schliffkolben, mit Magnetriihrer und aufgesetztem Riickflusskiihler,
durch den Stickstoff ein- und ausgeleitet werden konnte, enthielt 592 mg (2 mMol)
3H-Isophytol in ca. 5 ml reinem absolutem Dioxan geldst. Moglichst rasch und in
inerter Atmosphire erfolgte der Zusatz von 304 mg (4 mMol) Trimethylhydrochinon,
das unter Stickstoff gelost wurde, worauf in der gleichen Art und unter Riihren 0,1 ml
Bortrifluorididtherat zugesetzt wurde. Unter Riihren und stiindigem Spiilen mit Stick~
stoff wurde das Reaktionsgemisch wihrend 1 Stunde auf 50° - 55°C erwirmt, Da-
rauf wurde das Gemisch abgekiihlt und mit ca. 40 ml Aether in einen 100 ml Lang-
hals-Rundkolben gespiilt. Zwecks Entfernung von nicht umgesetztem Trimethylhydro-
chinon wurde einmal mit Claisenlauge gewaschen, die ftherische Losung wieder
neutralisiert, mit Natriumsulfat getrocknet und mit einem Ueberschuss an Silberoxyd
oxydiert (2 - 3 Stunden). Darnach wurde vom Silberoxyd abgetrennt, das Losungs-
mittel abgedampft, mit moglichst wenig Heptan aufgenommen und an der hundertfa-
chen Menge Alox sauer II chromatographiert. Die gelbe Zone mit dem Trimethyl-
phytylbenzochinon wurde mit Heptan eluiert. Die Ausbeuten dieser Kondensation
schwanken zwischen 30 und 40 % der Theorie. Das so erhaltene Trimethylphytyl-
benzochinon erwies sich, sowohl radiochemisch als auch chemisch als sehr rein, was
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mit Hilfe von Diinnschichtchromatographie und Gegenstromverteilung nachgepriift
wurde. Spezifische Aktivitit: 200000 cpm/pg.

Diese Kondensation und die Chromatographie wurden im Dunkeln ausgefiihrt.

3H-a1- ox-Tokopherol [12]

120 mg reines 3I-I-Trimethylphytylchinon wurden in 5 ml Aethanol und 2 ml
Dioxan gelost. Dazu gab man ca. 100 mg Zinn (II)-chlorid und 0,5 ml konzentrierte
Salzsiure. Das farblose Gemisch wurde wihrend 3 - 4 Stunden bei 90°C unter Stick-
stoff geriihrt, daraufhin abgekiihlt, mit Aether verdiinnt, neutral gewaschen, ge-
trocknet und das L&sungsmittel abgedampft. Das so gewonnene o -Tokopherol er-
wies sich praktisch als rein. Spuren von nicht umgesetztem Ausgangsprodukt wurden
durch Chromatographie auf Alox neutral II abgetrennt. Ausbeute 95 - 100 % der
Theorie. Spezifische Aktivitit: 2001000 cpm/pg. Das Tritium befindet sich in der
Methylgruppe an der Stelle 2 des Molekiils und in den Positionen 1',3',4',7',8',11",
12' der Seitenkette. Alle Operationen wurden im Dunkeln ausgefiihrt.

E2(20)’ E2(25), E2(45) und E2(50)’ die isoprenologen Trimethylbenzochinone wurden

nach der gleichen Vorschrift wie das Trimethylphytylbenzochinon durch Kondensation

der entsprechenden Polyisoprenalkohole mit Trimethylhydrochinon dargestelit 1).

E2(5), 3-Dimethylallyl-2, 5, 6-trimethylbenzochinon, wurde erhalten durch Konden-

sation von Trimethylhydrochinon mit 1, 2-"H-Methy1butenol-(3) mittels Bortrifluorid-
dtherat, analog der Vorschrift fiir die Herstellung von Ubichinon (5) [30]. Die Reini-
gung erfolgte durch Chromatographie an Alox sauer II. UV: Max. 259/268 mp;

Min. 263 mp. Goldgelbes Oel, spezifische Aktivitét:150'000 cpm/pg. 1,2-3H-3-Methy1-
butenol-(3) wurde durch Hydrierung von 3-Methyl-butin- A(1, 2)-0l-(3) mit einem
Tritium-Wasserstoff -Gemisch mittels Lindlar -Katalysator gewonnen.

Iso E2 5)’ 2,5, 6-Trimethyl-3-isopentenyl-1,4-benzochinon, wurde durch H. P.
Bosshardt [30] in unserem Labor synthetisiert. Spezifische Aktivitit: 130'000 cpm/pg.

1) Solanesol, Farnesyl-farnesyl-geranyl-linalool und Geranyl-geranyl-aceton wurden
von der Firma Hoffmann-La Roche in verdankenswerter Weise zur Verfiigung ge-
stellt.
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2,5,7, 8-Tetramethyl-( B-carboxy-ithyl)-acetoxy-chroman wurde dargestelit durch
Kondensation von Trimethyl-hydrochinon mit Tritium-markiertem ¥ -Vinyl- y -oxy-

valerian-siurelacton mittels Bortrifluorid-4therat und wasserfreiem Zinkchlorid in
Eisessig und Essigsédureanhydrid bei 80° - 90°C nach der Vorschrift von

Weichet [19]. Das markierte j-Vinyl- )-oxy-valeriansiurelacton wurde durch
Tritiieren der ¥ -Aethinylverbindung mittels Lindlar-Katalysator in thiophenireiem
Benzol, gewonnen. Die ) ~Aethinylverbindung wurde nach [44] Kreimeier dar-
gestellt. Spezifische Aktivitit des Endproduktes 50'000 cpm/pg, pK (gemessen in
Methylglycol) 7,15.

Das Tokopheronolacton wurde ebenfalls nach Angaben von Weichet [19] aus dem
2,5,7,8-Tetra-methyl-2-({8 - carboxy-thyl)-6-acetoxychroman durch Verseifen mit
methanolischer Kalilauge und anschliessender Oxydation mit Cersulfat dargestellt.
Die Reinigung des radioaktiven Lactons erfolgte an der 100-fachen Menge Alox
neutral, Stufe II. Spezifische Aktivitit: 58'000 cpm/pg.

2,2',5,7, 8-Pentamethyl-6-oxychroman (3, 4-31-[), erhielt man fast quantitativ durch
Behandeln von Dimethylallylirimethylbenzochinon (E2 5) ) mit Zinn (II)-chlorid und
konz. Salzsiure in Dioxan : Alkohol (10 : 3) bei 80° - 90 wihrend 2-3 Std. Die
Reinigung des inaktiven Produktes erfolgte durch Umkristallisieren aus Methanol

und Wasser. Das radioaktive Produkt wurde durch Chromatographie an Alox neutral (II)
gereinigt. Spezifische Aktivitit: 150000 cpm/pg.

FP: 90°C; UV: max. 202 mp; Min. 257 mp,

2,5, 17, 8-Tetramethyl-2-carboxyl-6-oxychroman wurde dargestellt aus 3H (1,2,

2,4, 5-Trimethyl-3, 6-diacetoxy-benzylidenaceton, das mit konzentrierter Na-hydro-
gensulfitlauge (wihrend 48 Std. geschiittelt) in die Hydrosulfit- Additionsverbindung iiber-
gefithrt wurde, aus der man mit konzentrierter KCN-Ldsung das Cyanhydrin erhielt,
das direkt anschliessend mit konzentrierter Salzsiure durch Kochen am Riickfluss
hydrolisiert wurde, was direkt das Endprodukt lieferte. Die Reinigung erfolgte mit
K-Bicarbonat iiber das K-Salz und anschliessend durch Umkristallisieren aus Me-
thanol/Wasser. Die Ausbeute ist sehr niedrig und betrigt nur ca. 10 %. Spezifische
Aktivitst: 70'000 cpm/pg.
FP: 179°C;  UV: Max. 292 mp;  Min. 257 mp.

pK gemessen in Aethylenglycolmonomethylither: 6,58,
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Das Tritium-markierte 2,4,5-Trimethyl-3, 6-diacetoxy-benzylaceton wurde
erhalten durch Tritiierung von 2, 4, 5-Trimethyl-3, 6-diacetoxybenzylidenaceton,
welches uns von der Firma Hoffmann-La Roche, Basel, zur Verfiigung gestellt wur-
de.

3, 4-14C -dl- x-Tokopherol wurde nach der schon beschriebenen Vorschrift fiir

3I-I—dl— ox-Tokopherol aus 14C -Isophytol dargestellt.
Spezifische Aktivitit: 20'000 cpm/pg.

d-MC- o -Tokopherolacetat mit einer spez. Aktivitit von 1,7 pe/mg und 14C ~Isophytol

erhielten wir in freundlicher Weise von der Firma Hoffmann-La Roche,

Die Oxydationsprodukte I, I und Il des o -Tokopherols (sieche Formelschema IV)
wurden nach den Vorschriften von Nelan [38] dargestellt.

dl- X-Tokopherylchinon, wurde durch Oxydation von ox-Tokopherol mit Bleitetra-
acetat erhalten [45]
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II. Biochemische Methoden und analytische Hilfsmittel
Tiermaterial

Als Versuchstiere dienten vorzugsweise Hiihner im Alter von 6 - 8 Wochen
und mit einem Gewicht von etwa 250 - 300 gr. Diese wurden von der 2, oder 3.
Lebenswoche an auf der von H, Dam und Mitarbeiter {22] angegebenen lebertran-
reichen Difit A (Diéit 97) oder einer Diiit B die sich gleich zusammensetzte, aber
an Stelle des Lebertranes ein gehirtetes Astrafett enthielt, gehalten,

Zusammensetzung:
Diit A Diit B
Casein unextr, 150 ¢
Hefe getr. (Aetherextr.) 100¢g
Sucrose 449 g
Gelatine 80 g
Salzmischung (nach
Hubel - Wakemann) 50 g
Cholin-Chlorid lg
Lebertran 100 g gehiirtetes Astrafett
Vitamin K 10 mg

Fiir die Versuche mit Kaninchen dienten ca. 8 - 10 Wochen alte Hasenkaninchen,
die kurz nach der Entwbhnung eine Vitamin E-freie Kost [20] erhielten. Die Kreatin-
bestimmung im Harn dieser Tiere erfolgte nach der Methode von Eggleton et al,
[46).
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Applikation, Aufarbeitung und Extraktion der Organe

Soweit die zu verfiitternden Substanzen einigermassen wasserldslich waren,
wurden sie in Feinsprit : Wasser 1 : 5 geldst, andernfalls wurden sie mit Hilfe von
moglichst wenig Cremophor EL (BASF, Ludwigshafen) in Losung gebracht.

Die Applikation erfolgte mittels einer Pipette per os, oder wurde intravends
in die Fliigelvene injiziert (Menge L&sung 0,5 - 1 ml),

Die zu untersuchenden Organe wurden mdoglichst rasch aus den toten Tieren
herauspréipariert und in fliissigen Stickstoff gegeben. Zusammen mit Trockeneis
wurden die hartgefrorenen Organe in einer Reibschale zerrieben, in eine Petrischale
gegeben und lyophilisiert. Die getrockneten Organe wurden im Biihler-Homogenisa-
tor bei RT mit absolutem, peroxydfreiem Aether dreimal extrahiert. Die Aetheraus-
ziige wurden durch Celit filtriert, am Wasserstrahlvakuum eingeengt und der Riick-
stand entweder sofort weiterverarbeitet, oder dann bei -20°C, spéter sogar bei
-60°C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.

Die Untersuchung der Extraktionsaugbeuten, je einer Hiihnerleber, die zuerst
in der beschriebenen Art mit Aether, anschliessend dreimal mit Chloroform : Me-
thanol 3 : 1 extrahiert wurde und der Geweberiickstand nach Rutschmann und
Kalberer [47] verbrannt unddas Tritiumwasser gezihlt wurde, ergabenbeieinem
drei Wochen dauernden Versuch mit Seitenketten markiertem o< -Tokopherol und
markiertem E2(50) folgendes Resultat:

Versuche mit Seitenketten markiertem . 3
Vitamin E Versuche mit H—E2(50)
Extraktionsausbeute Extraktionsausbeute
Aether 60,3 % 90 %
CHCl3 : MeOH = 3:1 24,4 % 7%
Rest-Aktivitit im
Gewebe 15,3 % 3%

Die Gewinnung der Lebermitochondrien erfolgte nach Hogeboom und
Schneider [48). Die Extraktion der verschiedenen Zellfraktionen wurde wie oben
mit abs. Aether durchgefiihrt.
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Analytische Methoden und Hilfsmittel

Die Gegenstromverteilung wurde in einer 34-stufigen Apparatur, die von der
Firma Biihler in Tiibingen geliefert wurde und die pro Element je 3 ml Ober-
und Unterphase fasste, im System Methylglycol/Heptan ausgefiihrt [49],

Tabelle 3 zeigt das Verhalten einiger Substanzen in der 34-stufigen Gegenstrom-
verteilung im System Methylglycol/Heptan,

Tabelle 3
Substanz Maximum-Fraktion
o< -Tokopherol 17-19
o -Tokopherylchinon 17
Phytol 17
o -Tokotrienol 14/15
]i!2 (45 )-Chromanol 23
Trimethylbenzochinon (Eo) 10
Eys) 180 Eyg) 14
E 2(10) 17 -18
Ey15) 2
Ey(20) 2
E2 (45) 28/29
E2(50) 28/29
E, ( 45)-diacetat 23
E, (50) -diacetat 24/25
Trimethylphytylchinon 26/27
o< -Tokopherol-acetat 23
Oxydationsprodukt I 29/30
Oxydationsprodukt II 28/29
Oxydationsprodukt III 24/25
Geranyl-geraniol 14/15
Solanesol 23
o< -Tokopheronolacton 2
2,5,7, 8-Tetramethyl-2-(B -carboxy-4thyl)-
acetoxy-chroman 2
2,2',5,7, 8-Pentamethyl-6-oxy-chroman 5
2,5,7,8-Tetramethyl-2-carboxyl-6-oxy-
chroman 1
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Diinnschichtchromatogramm

Als besonders vorteilhaft fiir die Analyse der Organextrakte erwies sich die
Diinnschichtchromatographie nach Stahl [50]. Der Kieselgelschicht wurde stets
etwas Fluorescein zugesetzt zur bessern Sichtbarmachung von im UV absqrbieren-
den Substanzen, vor allem von Chinonen und Chromanolen. Die Kieselgelschicht
wurde mit Hilfe des Streichgerites oder mittels einer Spritzpistole mit Druckluft
aufgespritzt. Als Laufmittel wurde vorzugsweise absolutes Benzol verwendet, Die
RF-Werte lassen sich im allgemeinen nicht genau reproduzieren, weshalb immer
mit Vergleichssubstanzen gearbeitet wurde, die entweder dem Extrakt direkt zuge-
setzt oder aber parallel dazu aufgetragen wurden,

Um genligend Radioaktivitit auf der Platte zu haben, wurden 10 - 15 Punkte
auf derselben Platte parallel aufgetragen. Mit Hilfe von speziellen, verschieden
breiten Spateln wurde dann die Kieselgelschicht in Streifen von 3 mm, 5 mm, usw,
je nach den Erfordernissen abgekratzt und direkt in Zdhlgldschen gegeben, mit
Zihllosung versetzt [5 ml Toluol mit 0,3 % 2,5-Diphenyloxazol, "PPO"] und in
einem Tri-Carb Liquid Scintillation-Spectrometer der Firma Packard Instrument
Co,, La Grange, Illinois, mit dem alle in dieser Arbeit vorkommenden Radioaktivi-
titsmessungen durchgefiihrt wurden, gezihlt [14].
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Papierchromatogramme

Papierchromatogramme wurden im absteigenden Verfahren mit paraffiniertem
Watmann I-Papier mit absolutem Alkohol als Laufmittel ausgefiihrt. Das Papier
wurde mit einer Petrolitherldsung die 3 % Paraffinél enthielt paraffiniert. An-
schliessend wurde das Papier mit einer wisserigen Fluoreszeinlgsung behandelt,
zur Sichtbarmachung von ungesittigten Verbindungen mit Bromdimpfen und zur
besseren Erkennung von im UV absorbierenden Substanzen,

Bei der Untersuchung der radioaktiven Organextrakte wurde stets zusammen
mit inaktiven Vergleichssubstanzen chromatographiert. Fiir die Bestimmung der
Radioaktivitit wurden die zu untersuchenden Stellen herausgeschnitten und in kleinen
Papierschnitzeln direkt in die Zihlgldschen zusammen mit der Zahllésung gegeben.

*%%k

Fiir die fachgemiisse Betreuung der Versuchstiere und fiir zuverlissige Mit-
hilfe bei Tierversuchen méchte ich unserem Tierwirter, Herrn H. Friedrich
bestens danken.

Friulein Ursula Kohler, Friulein Rosemarie Aeschbacher,
Fréulein Ursula Huber und Friulein Birbel Riicker danke ich fiir ihre
zuverlissige Mitarbeit.
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ZUSAMMENFASSUNG

Mit Hilfe von verschieden markiertem ox -Tokopherol wurde der Stoffwechsel
des Vitamin E im Tier untersucht und es wurde in verschiedenen Organen eine
Reihe von Umwandlungsprodukten gefunden.

Besonders bemerkenswert ist die Bildung kleiner Mengen E2(50)’ des Trime-
thyl-farnesyl-farnesyl-geranyl-geranyl-1, 4-benzochinons aus dem o -Tokopherol.
Wahrscheinlich hiingt diese Umwandlung mit der biochemischen Funktion des
o< ~Tokopherols zusammen. Die grosse strukturelle Aehnlichkeit des E2(50) mit
Ubichinon (50) und den K-Vitaminen lassen eine Beteiligung an den oxydativen Pro-
zessen in der Zelle vermuten,

Mit Hilfe verschiedener Markierungen konnte der angenommene Bildungsme-
chanismus des E2(50)' der einen Abbau der Seitenkette des o< ~Tokopherols voraus-
setzt, gestiitzt werden. Der Aufbau des E2(50) vollzieht sich durch Verlingerung der
Isoprenseitenketten von Trimethylchinonen, was fiir EZ(ZO) und E2(25) nachgewie-
sen wurde,
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