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Ubichinone und Verwandte
Quantitative Analyse der Ubichromenole.

148. Hiroshi Morimoto und Isuke Imada :
Substanzen. VIL*

(Forschungslaboratorien fiir Chemie, Takeda Chemische Industrien A.G.*?)

Um das biologische Verhalten von Ubichromenol (35) (IIb) zu untersuchen, haben
die Autoren, wie aus der folgenden Mitteilung® hervorgeht, in Ratten IIb subkutan
injiziert und diese in der Leber, im Plasma, in den Blutkérperchen sowie im Gehirn
quantitativ analysiert. Vor dieser Untersuchung, war es fiir sie jedoch erforderlich,
eine Isolierungs- und quantitative Bestimmungsmethode zu entwickeln, um IIb im tieri-
schen Gewebe feststellen zu konnen. Die Autoren konnten die Aufgabe folgender-
mafen losen.

Qualitative Aniiityse der Ubichromenol—Grlippe

RE ° Ob sich Ubichromenol in der Natur wesen-
0.6 tlich befindet, ist sehr fraglich. Es scheint zur
0.5k Zeit richtiger, es als ein von Ubichinon gebil--

detes Artefakt wihrend seiner Isolierung anzu-
0.4 ® sehen. Die Autoren muBten deshalb darauf
0.3} Riicksicht nehmen, daB sich wihrend des Extra-
0.9k hierens von IIb das in Ratten wesentlich vorlie-

gende Ubichinon (45) in Ubichromenol (45) um-
0.1F wandelt, und untersuchten zuerst eine qualita-
tive Analyse der Ubichromenol-Gruppe. Ubichi-
non (30) (Ia) (aus Saccharomyces cerevisiae), (35) (Ib)

1 L
e a-Tocopherol

a-Tocopherol

Abb. 1. Rf-Werte der Ubichromenole

(Ta~e)

—@— Papierchromatographie
Papier : mit Silicon impragniertes
‘Whatman-Nr. 1
FlieBmittel : PrOH-H0 (4:1)

Anfarbereagenz: FeClg-K3Fe(CN)s~
Reagenz

Nachweisgrenze : 0.1y
Absteigend Methode, 21°

~-(®-- Diinnshichtchromatographie
Dinnschicht : mit Paraffin impra-
gnierte Kieselgel G-Schicht

(aus Candida wutilis), (40) (Ic) (aus Escherichia coli),
(45) (Id) (aus Penicillium chrysogenum) und (50) (Ie)
(aus Ochsenherz-Muskel) wurden dargestellt und
durch die von den Autoren gefundenen aus-
gezeichneten Bedingungen,® ndmlich durch Um-
setzung mit Tridthylamin in entsprechende Ubi-
chromenole (Ila~e) cyclisiert. Die hierbei erhal-
tenen Produkte lla~e wurden nach Imprignie-
rungsmethoden der Chromatographie untersucht,
die bei der Auftrennung der Ubichinon-Gruppe,

Fliefmittel : Aceton-das mit Paraffin
gesattigte HaO (9:1)

Anfarbereagenz : FeClz-KsFe(CN)s-
Reagenz dann konz. HySO,

Nachweisgrenze : 0.1y

Laufstrecke : 15cm

Absteigend Methode, 21°

die sich durch die Zahl der Isopreneinheiten un-
terscheiden, schone Erfolge brachten : Dabei
war ermittelt worden, daB die Substanzen (Ia~e)
auf imprigniertem Papier nach Lester® und auf
paraffinierter Kieselgel G-Schicht nach Wagner®
die regelmiBig abnehmenden Rif-Werte durch

*1 T, Mitt. : Dieses Bulletin, 12, 1043 (1964), I. Mitt. : Ibid., 12, 1047 (1964), . Mitt. : Ibid., 12, 1051
(1964), W. Mitt. : Ibid., 12, 1057 (1964), V. Mitt. : Ibid., 13, 130 (1965), VI. Mitt. : Ibid., 13, 136
(1965). Zugleich K. Mitt. in der Reihe ¢ Uber die Bestandteile der Hefe.”” VI Mitt. : H. Morimoto,
H. Kawashima, M. Yamano : Biochem. Z., 341, 120 (1964).

*2 Juso-Nishino-cho, Higashiyodogawa-ku, Osaka (FHA& ¥, 4 HEFE).

1) H. Morimoto, I. Imada : Dieses Bulletin, 13, 1164 (1965) (. Mitt.).

2) 1. Imada, H. Morimoto : Dieses Bulletin, 12, 1047 (1964).

3) R.L. Lester, T. Ramasarma, E. M. Welch : ]J. Biol. Chem., 234, 672 (1959).

4) H. Wagner, B. Dengler : Biochem. Z., 336, 380 (1962).
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die Zahl der Isopreneinheiten ergaben (Abb. 1). TUbichromenol lieferte mit einem
FeCl;-K Fe(CN)-Reagenz einen blauen Fleck auf weiBem Untergrund, und bei Diinn-

schichtchromatographie lieB sich die Farbe durch Bespriihen mit konz. Schwefelsiure
verdeutlichen.
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Quantitative Bestimmung des Ubichromenols in Tierischen Geweben

Zur Analyse einer verhidltnismiBig labilen Substanz wie Ubichromenol aus tieri-
schen Geweben ist es wiinschenswert, daB das Verfahren leicht und kurz, sogar mit
kleinen Mengen durchfithrbar ist. Wagner, ef al.? hatten Ubichinon in Lipidextrakten
durch eine Kombination von diinnschichtchromatographischer Vortrennung und spektro-
photometrischer Messung bei 272 mp elegant quantitativ bestimmt. Das Ubichromenol
hat ein UV-Maximum bei 332 mp, und diese Methode ist fiir seine Analyse verwendbar.
Da das tierische Gewebe voraussichtlich keine
Ubichromenole enthielt, wurde zur Untersuchung g%
dieser Methode der Rattenleber eine bekannte
Menge von IIb zugesetzt u.r.ld diese in einem 300:""'\
Homogenisator mit Aceton-Athanol extrahiert.

Eine aliquote Menge des Extraktes lieB sich an
einer nach Stahl® hergestellten Kieselgel G-Platte \
mit Benzol entwickeln. Der fiir den Rf-Wert
des authentischen IIb verantwortliche Teil wurde
mit Athanol extrahiert und der Extinktionswert
x bei 332 mp erhalten, wihrend ein Blindwert y
aus einer gleichgroben Menge der Bahn Y in
gleicher Weise erhalten wurde. Eine durchschnit-
tliche Ausbeute von wiedergefundenem IIb ergab

* « e .
94.4% nach einer Umrechnung auf Ei%,=49, und o7 /Mww;'m
die Methode erwies sich als befriedigend fiir die 320 340 360mpu
quantitative Bestimmung von Ib. Bei dieser Abb. 2. Ultraviolett-Spektren
quantitativen Analyse erwies sich eine paraffin- (in Athanol)
ierte Kieselgel G-Schicht nicht geeignet, da sie Ubichinon (35) (Ib)
einen zu hohen Blindwert ergab. Ferner miissen —o— T ool @5) (Ib)
die Verfahren, u.a. Extraktion, Kondensation, X xxxx a-Tocopherol

5) E. Stahl: Chemiker-Ztg., 82, 323 (1958).
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Chromatographie von IIb, moglichst unter Licht- und Luftausschluf durchgefiihrt
werden, um Verluste zu vermeiden. Es ist auch moglich, daB der Athanol-Extrakt
von IIb von anderen Lipidbestandteilen, z.B. Ubichinon, a-Tocopherol (Il),** verunreinigt
ist. Solche Begleiter haben jedoch kein UV-Maximum bei 332 mp, so dab sich bei der
Analyse keine Stérung ausiiben (Abb. 2). Das zugesetzte Ib wurde, wie oben besch-
rieben ist, mit einem guten wiedergefundenen Wert analysiert.

Um zunichst zu priifen, ob das im Gewebe vorliegende b mit Aceton-Athanol
erschépfend extrahiert werden kann, versuchten die Autoren folgendes : Die riickblei-
bende Leber, aus der zugesetztes Ib mit Aceton-Athanol ausgeschiittelt worden war,
wurde nach alkalischer Verseifung in Gegenwart von Pyrogallol mit #-Hexan extrahiert.
In den Hexan-Extrakten wurden Ubichinon und Cholesterin als Merkmale des Lipides
nicht nachgewiesen. So wurde festgestellt, daB die Lipide des Gewebes mit Aceton-
Athanol erschopfend extrahiert wurden. Damit erwies sich diese Methode gleichzeitig
fiir den Zweck der Autoren als geeignet.

Experimentelles

Das mit Silicen impréignierte Papier——Papiere (Whatman-Nr. 1) wurden in einer Losung von Silicon
550 (F)(Dow-Corning)-CHCl; (5: 95 w/v) einige Minuten imprigniert und an der Luft bei Zimmertemperatur
getrocknet.

Herstellung der Kieselgel G-Platte——(fiir quantitative Zwecke) Eine Mischung von 125g Kieselgel
G (Merck) in 250 ml H,O wurde auf 5 Glasplatten (10 x 20 cm) aufgetragen (Schichtdicke : 1mm). Nach
Trocknen bei Zimmertemperatur (10 Min.), wurden die Kieselgel G-Platten auf 105° 30 Min. aktiviert.

(fiir qualitative Zwecke) Die wie oben hergestellten Kieselgel G-Platten (Schichtdicke : 0.25 mm)
wurden in einer Kammer mit einer 5%igen &therischen Paraffin-Losung aufsteigend imprigniert.

FeCl;-K;Fe(CN)¢s-Reagenz® ——Gleiche Raumteile einer 1%igen wibBrigen FeCly-Losung und einer
1%igen wiBrigen K3Fe(CN)e-Losung wurden vor Gebrauch gemischt.

Herstellung von Ubichromenol (35) (IIb) aus Ubichinon (35) (Ib)——Eine Losung von1g Ibund 1ml
Tridthylamin wurde in braune Ampullen nach dem Austauschen von Luft mit N, eingeschlossen und
1 Std. auf 100° erhitzt. Das Reaktionsgemisch wurde im Vakuum unter 40° eingedampft. Benzol wurde
dem Riickstand zugesetzt und im Vakuum azeotropisch abdestilliert, um die Amine mdglichst zu entfernen.
Der Riickstand lief sich in 5 ml z#-Hexan lésen und an 50 g Florisil
(100~200 mesh) (Sdule : 3x17 cm) chromatographisch reinigen. Das
mit #-Hexan-CHCl;(8:2) eluierte Ol lieferte 800mg (80%) IIb als hellgel-
bes Ol. CuHgO—Ber. C, 80.19; H, 10.10. Gef. : C, 79.87; H, 10.23.
UV AR myp (E1%) : 332 (49), 282 (121), 275 (126), 230 (Schulter).

Extrakt des Lipides aus Leber——Zu 4g der gehackten, fri-
schen gesamten Leber (17 g) von drei Ratten wurden 3.56 mg IIb in
0.1 ml CHCl; zugesetzt und gut gemischt. Das Gemisch wurde in
} I einem Potter-Elvehjem-Homogenisator mit 30 ml auf —20° gekiihltem
! Aceton-EtOH (1:1) homogenisiert und in einer Servall-Angle-Zentri-
1
i

fuge(Type SS-1) bei einer Umdrehungszahl (15000 g), 5 Min. zentrifu-
b giert. Von dem Uberstand wurde abdekantiert, und die Extraktion
noch zweimal in gleicher Weise wiederholt. Die vereinigten Extrakte
wurden unter Lichtabschlu® mit Rotationsverdampfer abgedampft
und hinterlieBen einen Lipid-Anteil.

Quantitative Bestimmung von IIb——Der oben erhaltene Lipid-
Anteil wurde in CHCl; auf genau 2ml gelost. 0.1 ml der CHCl3—
Losung lieBen sich auf der Mitte einer Kieselgel G-Platte etwa 2cm
vom unteren Plattenrand entfernt bandférmig (X) und auf beiden
| Seiten (W) einer authentischen Probe von IIb punktférmig auftra-
16 23 23 23 lLéem gen. Nachdem die Atomosphire der Kammer mit Benzoldampf

Abb. 3. etwa 20 Min. gesittigt war,** wurde die Platte unter Lichtabschlu
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*8 g-Tocopherol (Nutritional Biochemicals Corporation).

* Die Rf-Werte sind abhingig von der Schichtdicke, von der relativen Feuchte der Sorptionsschicht,
von der Kammersittigung und der Temperatur.

6) G.M. Barton, R.S. Evans, J. A.F. Gardner : Nature, 170, 249 (1952).
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bis zur Steighéhe von 10 ¢cm aus der Startlinie mit Benzol entwickelt und dann bei Zimmertemperatur
in der Dunkelheit 30 Min. getrocknet. Die mitteleren Laufbahnen (X, Y) wurden mit einer Glasplatte
abgedeckt, beide Seiten (W) mit FeCl;-K;Fe(CN)s-Reagenz bespritht. Auf den mittleren unbespriihten
Bahnen (X bzw. Y) in Hoéhe von IIb wurde die Kieselgel G-Fliche abgeldst und in Zentrifugenréhrchen
mit 3ml EtOH 30 Min. kriftig geschiittelt und anschlieBend zentrifugiert. 1ml der {iberstehenden
klaren Losung wurden bei 332 mp in einem Hitachi-Spektrophotometer (EPU-2A) gegen einen Blindwert
gemessen und ergab einen Extinktionswert x bzw. y (Blindwert). Der wiedergefundene Wert (mg) an

Ib wurde auf E}% =49 und Formel (x—y) —7113‘ x 3 x 20 umgerechnet (Tabelle I).

TaseLLe I.
Exp. Extinktionswert (E\em) Wiedergefundenes (IIb)
x y X—y mg %
I 0. 309 0.032 0.277 3.39 95.2
I 0. 298 0.026 0.272 3.33 93.5

94.4 (Mittel)

Alkalische Verseifung des mit Aceton-Athanol extrahierten Leber-Riickstandes——Der mit Aceton—
EtOH extrahierte Leber-Riickstand in 30 ml H,O und 30 ml 15%iger methanolischer NaOH-Losung wurde
in Gegenwart von Pyrogallol unter N, 30 Min. unter Riickfluf gekocht und nach Erkalten dreimal mit
je 30 ml n-Hexan extrahiert. Im Hexanextrakt lieBen sich kein Ubichinon (45) sowie Cholesterin papier-
und diinnschichtchromatographisch nachweisen. ‘

Die Autoren méchten Herrn Dr. K. Tanaka, Abteilungsleiter dieses Institutes, fiir die Unterstiitzung

der Arbeit und Herrn R. Negishi in diesem Laboratorium fiir seine technische Hilfe bei den Experi-
menten herzlichst danken.

Zusammenfassung

Die Ubichromenol-Gruppe wurde mit Hilfe der imprignierten Chromatographie
qualitativ nachgewiesen. Eine quantitative Bestimmungsmethode an Ubichromenol (35)
(IIb) wurde ebenfalls nach einer kombinierten Methode mit Diinnschichtchromatographie
und Extinktionswert bei 332 mp festgestellt.

(Eingegangen am 5. Februar 1965)
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