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KAsPER KIRSCHNER und FEODOR LYNEN
Zur Biosynthese der Terpene, XIID
Die Synthese der DL-5-Phospho-mevalonsiiure?2

Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitit Miinchen, Institut fir Biochemie,
und dem Max-Planck-Institut fiir Zellchemie, Miinchen

(Eingegangen am 16. Februar 1961)
Herrn Professor E. Wiberg zum 60. Geburistag

Tridthylammonium-mevalonat wird mit POCl; in Pyridin phosphoryliert und
das durch Austauscherchromatographie gereinigte Reaktionsprodukt als Tris-
cyclohexylammoniumsalz kristallisiert. Der synthetischen Verbindung wird auf
Grund ihrer chemischen Eigenschaften die Konstitution der pr-5-Phospho-
mevalonsiure zugeordnet. Sie ist identisch mit dem ersten enzymatischen Re-
aktionsprodukt aus Mevalonsiure und ATP und wird als Substrat der Phospho-
mevalonat-Kinase in Pyrophosphomevalonsiure umgewandelt, und zwar zur
Hilfte, da sie racemisch ist.

Fiir die Untersuchung der biologischen Squalensynthese aus Essigsdure war die
Entdeckung der Mevalonsdure (I)3.4 (3.5-Dihydroxy-3-methyl-valeriansiure) von
entscheidender Bedeutung. Die Verbindung ist ein direkter Vorlaufer der Terpene?).
Das Studium der biologischen Umwandlung der Mevalonsdure in Squalen in Hefe-
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extrakten fiihrte in BLocHs Arbeitskreis® und, unabhiingig davon, im Miinchener
Laboratorium?.® zur Entdeckung von A3-Isopentenyl-pyrophosphat (1V), dem Cs-
Baustein der Terpene. Systematische Untersuchungen zeigten, daB die aktivierte
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Verbindung unter Aufwand an ATP-Energie in einer Folge von drei Reaktions-
schritten aus Mevalonsiure synthetisiert wird. Die Arbeiten aus dem Laboratorium
von BLocH$10.11) LyNen7:12) und PorsAk!d fiihrten zur Isolierung zweier phos-
phathaltiger Zwischenprodukte, die vorldufig als 5-Phospho- (II) und 5-Pyrophos-
pho-mevalonsiure (III) formuliert wurden.

Um die auf analytischem Wege erschlossene Struktur der Phosphomevalonsiure
Zu beweisen, insbesondere die Stellung der Phosphorsiureester-Gruppe eindeutig
zu lokalisieren, nahmen wir die chemische Synthese der Verbindung in Angriff. Un-
abhéngig von uns hat auch FOLKERs14) kurz iiber eine Synthese der Phosphomevalon-
siure (II) berichtet.

Die Phosphorylierung von Hydroxycarbonsiuren gelingt im allgemeinen durch Umsetzung
der freien Sauren oder der entsprechenden Ester in Pyridin mit POCIl; oder Diphenyl- bzw.
Dibenzyl-chlorophosphat15-18), Bei der geplanten Ubertragung dieser Verfahren auf die
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Abbild. 1. Reinigung von 5-Phospho-mevalonsdure durch S#ulenchromatographie an
Dowex |-Formiat.

Die Trennung erfolgte durch Gradientenelution mit Ameisensdure/Ammoniumformiat-
Puffer steigender Konzentration
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Phosphorylierung der Mevalonsidure (I) muBte deren Tendenz zur Bildung des 8-Lactons
Rechnung getragen werden, die zur Blockierung der prim. OH-Gruppe fiihrt.

Orientierende Versuche, diese Schwierigkeit durch Veresterung der Carboxylgruppe von I
zu umgehen, schlugen fehl: Die Umesterung des pL-5-Acetyl-mevalonsidure-dthylesters, der
bei der Synthese der Mevalonsiure19) als Zwischenstufe anfillt, ergab mit Na-Alkoholat in
absol. Athanol nur Mevalolacton. Behandlung mit &thanolischer Salzsiure fithrte dagegen
unter Abspaltung der tert. Hydroxylgruppe von I zum co.B-ungesittigten Lacton. Weitere
Versuche, Na-Mevalonat mit Dimethylsulfat oder das Silbersalz von I mit Methyljodid
direkt zu verestern, lieferten kein priparativ brauchbares Ergebnis.

Auf Grund dieser Erfahrung wurde pL-Mevalonsiure (I)19) schlieBlich als wasser-
freies Tridthylammoniumsalz in Pyridin/Chloroform mit POCl; umgesetzt. Nach
Hydrolyse des anorg. Pyrophosphats und Abtrennung des anorg. Phosphats wurde
ein kompliziertes Gemisch verschiedener Phosphorsidureester in einer Ausbeute von
11% erhalten. Das Gemisch wurde durch Austauscherchromatographie an Dowex 1
in seine Komponenten zerlegt (Abbild. 1).

Die papierelektrophoretische Analyse der verschiedenen Fraktionen zeigte, dal
F, neben Spuren von II noch 4 weitere, unbekannte Phosphorsiureester enthielt. In
F> befand sich neben anorg. Phosphat die gesuchte Phosphomevalonsdure (II). F3
enthielt den Phosphorsédure-diester V, F4 das durch Dehydratisierung aus II gebildete
S-Hydroxy-3-methyl-A2-pentensiure-5-phosphat (VI).

?H 3 N
HO,C—- CHz—?—C 'H,—CHz-0—- | P(O)OH Hz(': CO;H
OH \" 2 OPO32® VI

Die in F; enthaltene Phosphomevalonsidure (II) fiel in einer Gesamtausbeute von
1% an. Die geringe Ausbeute an II und die hauptsichliche Bildung der unerwiinschten
Nebenprodukte 14Bt sich aus den unvermeidbaren Komplikationen erkliren, die
bei der Reaktion zweier trifunktioneller Reaktionspartner entstehen. Die Sdurelabili-
tit der tert. OH-Gruppe von I und II fiihrt zu weiteren Nebenprodukten.

Der in F; befindliche Phosphorsiureester wurde als Tris-cyclohexylammoniumsalz
kristallisiert; dieses wurde durch Phospho-Monoesterase zu 1 und Orthophosphat
im Verhiltnis 1:1 gespalten. Der AusschluB der moéglichen Konstitutionsformelin
eines Carboxylphosphats von I (VII), einer an der tert. OH-Gruppe von I phosphory-
lierten Verbindung (VIII) oder eines cyclischen Phosphorsiure-diesters (IX), und die
Identifizierung der Verbindung mit II wurde durch folgende Befunde gesichert:

OH OPO3H; })
e )
HC Co HC COM HC./ COH
OH OPO3H; OH
Vil VIII X

19) C. H. HOFFMAN, A. F. WAGNER, A. N. WILsoN, E. WALTON, C. H. SHUNK, D. E. WoLF,
F. W. HoLLY und K. FOLKERS, J. Amer. chem. Soc. 79, 2316 {1957].
103*



1598 KIRSCHNER und LYNEN Jahrg. 94

Bei der potentiometrischen Titration verhielt sich die Vérbindung wie eine 3-basige
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Abbild. 2. Titrationskurve der 5-Phospho-mevalonsiure

Damit waren die Strukturen der beiden 2-basigen Sduren VII und IX ausgeschlos-
sen. Die pK-Werte (pK; = 1.7, pK>; = 4.6, pK3 = 6.9) stimmen gut mit den pK-
Werten der ersten beiden Dissoziationsstufen der Phosphorsdure (pK; = 1.7, pK; =
6.8) und dem pK-Wert der Mevalonsiure4 (pK = 4.3) iiberein. In Ubereinstimmung
mit dem Verhalten prim. Phosphorsiureester 20 wurde die Verbindung durch Sduren
nur langsam hydrolysiert: Nach 1 Stde. in 1 n HCI bei 100° waren erst 9.4% des
Esters zu anorg. Phosphorsidure gespalten.

Die aus der Kinetik der Sidurespaltung bestimmte monomolekulare Hydrolysen-
konstante (k; = 1.6 X 1073 Min."1) liegt in der GroBenordnung der fiir Phospho-
milchsiure!5, Phosphoidpfelsdure!) und Phosphoweinsdurel7-18) gemessenen Werte
(k1 =2.6 Xx 1073, 1.2 x 1073 und 0.98 x 1073 Min.~1). Noch stabiler ist die Ver-
bindung gegeniiber Laugen: in 1  NaOH bei 100° waren nach 1 Stde. nur 4.4% der
Verbindung hydrolysiert. Die Stabilitdt der Verbindung gegeniiber Sduren und Laugen
ist ein zweites Indiz gegen die Konstitutionen VII, VIII und IX. VII solite als gemisch-
tes Sdureanhydrid rasch hydrolysiert werden, und die tertidre Phosphorsidureester-
Bindung von VIII oder IX sollte durch die -Stellung zur Carboxylgruppe ebenfalls
labilisiert sein. Ferner wurde im Sidurehydrolysat der Verbindung papierelektrophore-
tisch VI nachgewiesen, ein direkter Beweis dafiir, daBl es sich um den 5-Phosphor-
sdureester handeln muf.

Die Stellung der Phosphorsdure an der prim. OH-Gruppe von I wird durch zwei
weitere Beobachtungen gestiitzt: Eine Blockierung der prim. Hydroxylgruppe sollte
zu einem Verlust der Fihigkeit fithren, ein 3-Lacton zu bilden. Im Falle der 3-Phospho-
mevalonsdure (VIII) solite dagegen die Lactonbildung unbehindert sein.

20) C. A. VERNON, in ,,Phosphoric acids and related compounds*, S. 24 ff., Spec. Publications
Nr. 8, The Chemical Society, London, 1957.
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Tatsdchlich bildet unser Syntheseprodukt im Gegensatz zu 121 bei der Behandlung
mit Hydroxylamin keine Hydroxamsdure. Dadurch wird eindeutig sowohl die Kon-
stitution VIII als auch die Mdglichkeit eines Phosphorsiure-mevalonsiure-anhydrids
(VII) ausgeschlossen.

Der synthetische Phosphorsiureester ist ferner unempfindlich gegeniiber neutraler
KMnO4-Losung. Da unter diesen Bedingungen die prim. OH-Gruppe der Mevalon-
sdure (I) unter Bildung von [-Hydroxy-f-methyl-glutarsdure zur Carboxylgruppe
oxydiert wird, muB bei dem synthetischen Ester die prim. OH-Gruppe durch Ver-
esterung mit Phosphorsidure geschiitzt sein,

Aus der Summe dieser Befunde diirfte die Konstitution der Verbindung als pL-5-
Phospho-mevalonsiure hinreichend gesichert sein. Die Identifizierung mit dem bei der
enzymatischen Phosphorylierung der Mevalonsiure (I) erhaltenen Phosphorsidure-
ester erfolgte auf folgende Weise:

Beide Verbindungen waren bei der Hochspannungs-Papierelektrophorese sowie
bei der Papierchromatographie nicht voneinander zu trennen. Durch Zusatz der
synthetischen Verbindung beim enzymatischen Einbau von markierter Mevalonsiure
in Squalen wurde die Radioaktivitit im Triterpen im Sinne eines Isotopenverdiinnungs-
effektes herabgesetzt.

Squalensynthese aus Mevalonsiure-[2-14C]: Isotopenverdilnnung mit synthet. 5-Phospho-
mevalonsiure

DL-5-Phospho-  Radioaktivitit

pL-Mevalonsiure-[2-14C] mevalonsiure im Squalen
wMol zugesetzt
wMol (Imp./Min.)
0.12 (785 Imp./Min.) — 315
0.12 (785 Imp./Min.) 0.08 246
0.12 (785 Imp./Min.) 0.15 195
0.12 (785 Imp./Min.) 0.38 81

Um die biologische Aktivitit der synthetischen Verbindung zu beweisen, wurde sie
als Substrat fiir die Phosphomevalonat-Kinase 12 eingesetzt. Das Enzym katalysiert
die Phosphorylierung von II zu III mit ATP in Gegenwart von Magnesiumionen. Mit
Hilfe des spektrophotometrischen Tests fiir die Phosphomevalonat-Kinase wurde die
Stochiometrie der enzymatischen Reaktion mit synthet. pL-5-Phospho-mevalonsiure
gemessen. Abbild. 3 gibt das Ergebnis wieder.

Die Kinetik der zu messenden Reaktion wird an der stéchiometrischen Bildung von ADP
verfolgt. Durch Zusatz des Hilfssystems Phospho-enolpyruvat/Pyruvat-Kinase und DPNH/
Milchsidure-Dehydrogenase wird die Bildung von ADP an den Verbrauch von DPNH ge-
koppelt, dessen Abnahme durch Messung der Extinktionsinderung bei 366 my quantitativ
bestimmt werden kann (vgl. Formelschema S. 1600).

Wie man aus der Abbildung ersieht, wird die synthetische Verbindung tatséchlich
phosphoryliert. Sie ist also identisch mit der enzymatisch gewonnenen Phosphomeva-

21) F. LYNEN und M. GrassL, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 313, 291 {1958].
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lonsdure. Allerdings sind nur 509 der synthetischen, racem. 5-Phospho-mevalon-
sdure enzymatisch verwertbar. Die damit aufgezeigte Stereospezifitiit der Phospho-
mevalonat-Kinase entspricht genau der Selektivitit der Mevalonat-Kinase19.22). Auch
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Abbild. 3. Stdchiometrie der enzymatischen Phosphorylierung von synthet. 5-Phospho-

mevalonsdure. Aus der Extinktionsabnahme des DPNH berechnet sich fir 0.049 pMol

DL-5-Phospho-mevalonsiure ein Verbrauch von 0.024 uMol ATP, fiir 0.098 Mol entspr.
0.046 Mol ATP

Phosphomevalonat-
II + ATP _ I + ADP 1)
Kinase
Ki
Phospho-enolpyruvat + ADP M Pyruvat + ATP (@3]
Milchsaure-

Pyruvat + DPNH m—’

Lactat + DPN 3)

Il + Phospho-enolpyruvat + DPNH ——————» 1[Il 4 Lactat + DPN

dieses Enzym phosphoryliert nur ein Enantiomeres der synthetischen, racem. Mevalon-
sidure. Durch die bekannte, absolute Konfiguration der natiirlichen Mevalonsiure 23
ist die Konfiguration der biologisch aktiven 5-Phospho-mevalonsdure (II) als die nach
CAHN et al.24 definierte R-Form festgelegt.

22) C. H. SHUNK, B. O. LINN, J. W. HuFF, J. L. GILFILLAN, H. R. SKEGGS und K. FOLKERS,
J. Amer. chem. Soc. 79, 3294 [1957].
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H;o\, O HOx, O
HO-H,C CO;H H,0;PO-H2C CO2H
R-Mevalonsdure R-5-Phospho-mevalonsidure

BESCHREIBUNG DER VERSUCHE

Die Mikroanalysen wurden von Herrn H. GEYER, Institut fiir Organische Chemie, Univ.
Miinchen, ausgefithrt. Zur quantitativen Phosphatbestimmung, die als hauptsichliches
analytisches Werkzeug bei der Ausarbeitung der Synthese diente, wurde die Methode von
MARTLAND 25) verwendet.

Synthese der pL-5-Phospho-mevalonsdure

DL-Mevalonsdure (1) wurde nach der Methode von FOLKERS!9 synthetisiert. Dibenzyl-
4thylendiammoniumsalz: Schmp. 124—126° (Lit.19); 125—126°). 20.6 g (0.15 Mol) der rohen
Mevalonsiure (I) (ein 1:1-Gemisch von I und dem Lacton) wurden mit 344 ccm 0.46 n
Ba(OH); (8 % UberschuB) zur vollstindigen Hydrolyse des Lactons 20 Min. auf 50° erwiirmt,
Die abgekiihlte Lsung des Ba-Mevalonats wurde mit 32.4 g (0.32 Mol) dest. Tricithylamin
versetzt, und Barium durch Zugabe einer der Barytlauge 4quiv. Menge 7n H,SO4 als Barium-
sulfat gefiillt. Die vom Niederschlag abzentrifugierte Lésung wurde i. Vak. konzentriert und
durch Zusatz von Tridthylamin auf pH 9 (Phenolphthalein) gehalten. Nach 24stdg. Trocknen
iiber KOH i. Vak. wurden 25 g eines zihfliissigen, stark nach Tritithylamin riechenden Ols
ausgewogen, in dem Mevalolacton nachzuweisen war (Hydroxamsidureprobe).

31 g ,,Tridthylammonium-mevalonat* (entspr. einer Ausgangsmenge von 0.18 Mol I) lieB
man, in 120 ccm absol. Pyridin geldst, innerhalb von 20 Min. unter kriftigem Riihren und
gleichzeitiger Kiithlung auf —5° (Innentemp.) einer Ldsung von 22.8 g (0.15 Mol) frisch dest.
POCI;3 in 240 ccm absol. Pyridin und 150 ccm absol. Chloroform zutropfen. Dabei bildete
sich ein feiner kristalliner Niederschlag von Pyridin-hydrochlorid. Das Reaktionsgemisch
wurde 1 Stde. bei 0° und anschlieBend 30 Min. bei Raumtemperatur weitergerithrt. Dann
wurde das Gemisch auf 100 g Eis gegossen und mit 60 ccm 10n NaOH alkalisch gemacht.
Freigesetztes Pyridin wurde mit Chloroform ausgezogen, die L8sung mit Salzsiure zu 17 HCI
angesiuert und zur Hydrolyse von anorg. Pyrophosphat 7 Min. auf 100° erhitzt. Nach Ab-
kithlen wurde die Losung mit 190 ccm Magnesiamixtur (16 g Mg-Acetat + 36 g Ammonium-
acetat in 240 ccm Wasser geldst) versetzt und zur Fillung des anorg. Phosphats mit konz.
Ammoniak auf pH 8.2 (Glaselektrode) gebracht. Der Niederschlag von MgNH4POy, der
mitgefalltes org. Phosphat enthielt, wurde abgesaugt, umgefillt, und die vereinigten Filtrate
iiber eine 2.5-cm-Kationenaustauschersdule (50 g Amberlite IR 120, H®-Form) geschickt.
Das saure Eluat wurde i. Vak. eingeengt und zuletzt i. Vak. itber KOH von letzten Resten
fliichtiger Sduren befreit.

Ausb. 16 g eines dunkel gefarbten Ols (20.3 mMol org. Phosphat, 11% d. Th., bez. auf
Mevalonsiure; 0.95 uMol anorg. Phosphat). Das Phosphorsiureester-Gemisch wurde in
50 ccm Wasser aufgenommen, mit 11.5 ccm konz. NH3 auf pH 8.0 gebracht und von Un-
18slichem abzentrifugiert.

Die Trennung des Gemisches wurde nach einer Modifikation der Methode von HURLBERT
und Mitarbb. 26) bei 2° durchgefithrt: 300 g Dowex 1 (xIO, 200—400 mesh, Chlorid-Form)

23) M. EBerLE und D. ARIGONI, Helv. chim. Acta 43, 1508 [1960].

24) R. S. CaHN, C. K. INGoLD und V. PReLOG, Experientia [Basel} 12, 81 [1956).

25) M. MARTLAND und R. ROBINSON, Biochem. J. 20, 848 (1926].

26) R. B. HURLBERT, H. ScumMiTZ, A. F. BRuMM und V. R. POTTER, J. biol. Chemistry 209,
23 [1954].
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wurden in mehreren Portionen in eine Sdule (3.7 cm@ ) eingeschlimmt und unter schwachem
Druck mit 1/ 3m Na-Formiatlosung chloridfrei gewaschen, anschlieBend mit 500 ccm dest.
88-proz. Ameisensidure nachgewaschen und mit Wasser (3/) siurefrei gespiilt (Sdulenhdhe
29 cm). Unter schwachem Uberdruck wurde die neutrale Lésung der Phosphorsiureester
auf die Sidule gebracht und hintereinander mit je 500 ccm Wasser bzw. 2m Ameisensiure
eingewaschen. Mit dem Wasser wurden dunkel gefirbte Verunreinigungen, und mit der
Ameisensidure nicht umgesetzte Mevalonsidure entfernt. Die Phosphorsidureester eluierte
man durch Gradientenelution mit Ameisensiure/Ammoniumformiat-Puffer steigender
Konzentration: Ein 2-/-ReservoirgefiB und eine 1--Mischkammer wurden mit PVC-Schliu-
chen in Serie an die Sdule angeschlossen. Im MischgefdB wurde 1 / Wasser vorgelegt, und die
Durchmischung des Eluens mit einem Magnetriihrer besorgt. Durch Uberdruck wurde der im
Reservoir befindliche Puffer in die Mischkammer getrieben und von dort auf den mit 20 ccm
2n Ameisensiure bedeckten Siulenkopf gebracht. Durch Wechsel des Reservoir-Puffers
wurde ein gleichmiBig ansteigender Konzentrationsgradient erzeugt.

Elua[t vol. Reservoir-Puffer

0 —1.75 4 m HCO;H, 0.2 m NH4-Formiat
1.75—3.75 4 mHCO;H, 0.4 m NH4-Formiat
3.75—4.75 4 mHCO;H, 0.6 m NH4-Formiat

Bei einer Durchlaufgeschwindigkeit von 4 ccm/Min. wurden Fraktionen von 15 ccm auf-
gefangen und der Gehalt an org. Phosphat bestimmt. Die nach dem Elutionsdiagramm
(Abbild. 1) geschnittenen Fraktionen wurden i. Vak. eingeengt und zur Entfernung von
Ammoniumformiat liber 2 X 20 cm Amberlite IR 120 (H®-Form)-Sdulen filtriert, wiederum
eingeengt, und die Rilckstinde i. Vak. iiber KOH getrocknet. Die einzelnen Fraktionen
wurden papierelektrophoretisch untersucht.

Hochspannungs- Papierelektrophorese: Machery & Nagel-Papier 214, Pyridin/Eisessig/
Wasser (10:1:89) pH 6.2, 35—40 V/cm, 2 Stdn., Perograph ,,Frankfurt, L. Hormuth,
W.E. Vetter, Heidelberg. Mit ,,Rpo,” werden die Wanderungsstrecken der Verbindungen
in Einheiten der Wanderungsstrecke von Orthophosphat ausgedriickt.

Papierelek- Papierchro- Gesamt- Ausb.
Fraktion trophorese matographie Substanzen phosphat (bez. aufl)
RPO, Rr mMol %
F, 0.96, 0.76 - unbekannte
0.60, 0.50 - Phosphor- 1.54 0.8
sdureester
F2 1.14, 1.0 0.61, 0.46 II, PO43© 1.62 0.9
F; 1.24 0.73 v 9.30 S.1
Fs 1.10 0.59 \%! 6.28 34

Papierchromatographie: Schleicher & Schiill-Papier 2043b (mit Salzsiure gewaschen),
Methanol/konz. NH3/Wasser (6:1:3), bei 2° 12 Stdn. aufsteigend entwickelt. Die Sichtbar-
machung der Phosphatflecken erfolgte durch Besprithen mit dem Molybdat/Perchlorsdure-
Reagenz von HANEs 27),

Salze der 5-Phospho-mevalonséure: F; (520 mg, 1.62 mMol II) wurde in 13 ccm Wasser
aufgenommen, mit 0.6 g (6.1 mMol) dest. Cyclohexylamin neutralisiert und gefriergetrocknet.

21 C. S. Hanes und F. A. IsiErwoob, Nature [London] 164, 1107 [1947).
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Der amorphe Rilckstand wurde in Butanol/Wasser (1:15) gelost und mit ca. 1 Vol. Ather
bis zur beginnenden Triibung versetzt. Nach 2 Stdn. wurde die volumingse Kristallmasse
von langen, feinen Nadeln abzentrifugiert, mit Ather gewaschen und i. Vak. getrocknet
(Ausb. 470 mg, 0.90 mMol). Nach 2maliger Umkristallisation aus Wasser/Butanol/Ather
unter Zusatz jeweils eines Tropfens Cyclohexylamin wurde das alkalisch reagierende Tris-
cyclohexylammoniumsalz der DL-5-Phospho-mevalonsiure analysenrein erhalten. Schmp.
152—154°, Ausb. 154 mg (0.3 mMol).

(C¢H14N)3- CHgO7P (525.5) Ber. C 54.85 H9.98 N 8.00 P 5.90
Gef. C53.42 H9.96 N 7.12 P 5.61

Die niedrigen Analysenwerte sind wahrscheinlich auf den Verlust von Cyclohexylamin
beim Trocknen i. Vak. (vgl. L. ¢. 28)) zuriickzufithren. Auch bei wiederholter Umkristallisation
aus Wasser/Butanol/Ather geht ein Mol. Base verloren: So wurde nach mehrmaliger Um-
kristallisation ohne Zusatz von Cyclohexylamin das in Nadeln kristallisierende, schwach
sauer reagierende Bis-cyclohexylammoniumsalz von II mit dem Schmp. 145 —147° erhalten.

(C¢H14N)z:CsH 1O7P (426.5) Ber. P 7.26 Gef. P 7.33

Eigenschaften der pr-5-Phospho-mevalonsdure

Potentiometrische Titration: 52.6 mg (0.1 mMol) des Tris-cyclohexylammoniumsalzes
wurden in 28 ccm Wasser geldst, mit 2 ccm 0.127 NaOH versetzt und mit 0.1n HCl zuriick-
titriert (pH-Messung mit einer Glaselektrode, Potentiometer Prizisionsmodell E 187, Me-
trohm AG, Herisau, Schweiz). In Anlehnung an die Methode von PARKE?29) wurde eine
Blindtitration von 2 ccm 0.12 NaOH in 28 ccrn Wasser durchgefiihrt. Abbild. 2 gibt die
Differenz der beiden Kurven wieder. Statt der Aquivalente gebundener oder abgegebener
Protonen wurden die Aquivalente Natronlauge aufgetragen, die die freie Sdure II bei der
Titration mit Lauge verbraucht hiitte.

Phosphatatische Spaltung: 3.48 mg (6.6 puMol) des Tris-cyclohexylammoniumsalzes von 11
wurden in 0.5 ccm K-Acetat-Puffer, pH 5.6, geldst und mit 0.9 mg Prostataphosphatase 30)
3 Stdn. bei 37° inkubiert. Nach Zusatz von 0.05 ccm 3 m Trichloressigsdure wurde denatu-
riertes Protein abzentrifugiert und in Proben der Ldsung anorg. Phosphat und 12! bestimmt:
Anorg. Phosphat = 6.1 pMol, I = 6.2 uMol. Die papierelektrophoretische Untersuchung
des Inkubationsansatzes zeigte eine vollstdndige Umwandlung von I1 (Rpg, 1.14) zu I{Rpo,,0.87)
und anorg. Phosphat an.

Kinetik der Sidurehydrolyse: 1-ccm-Proben einer 0.83 m Ldsung von Il in 12 HCl wurden

in Ampullen eingeschmolzen und in einem Heizbad von 100° erhitzt. Nach Abkiihlen wurde
anorg. Phosphat bestimmt.

! anorg. Phosphat Spaltung ky-103
Min. p-Mol % Min."1
0 0 0 —

5 0.007 0.7 1.14
15 0.023 2.6 1.74
30 0.042 4.8 1.63
60 0.081 9.4 1.64

Veraschung 0.853 100.0 —

28) R. W. McGILVERY, J. biol. Chemistry 200, 835 [1953].

29) T. V. PARKE und W. W. Davis, Analytic. Chem. 26, 642 [1954].

30) G. SCHMIDT, in ,,Methods in Enzymology* (Red.: N. O. KAPLAN und S. P. CoLOWICK),
Academic Press Inc., New York, 2, 523 [1955].
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Die monomolekulare Hydrolysenkonstante wurde nach der Gleichung

2203 (. [P}-100
=~ (2 log [P]o)

k1

berechnet.
([P;] bzw. [P); = Konz. des org. Phosphats zur Zeit ¢ bzw. 0). IZ = 1.6 - 10~3 Min.m1,
IT‘,2 = 431 Min. Zur Untersuchung der Hydrolysenprodukte wurden Proben von je 5 uMol Il
in 0.2 ccm 2.57 HCI verschieden lang auf 100° erhitzt, die Losungen dann gefriergetrocknet

und der Papierelektrophorese in Pyridin/Acetat-Puffer, pH 6.2, unterworfen. Nach 75 Min.
langer Hydrolyse lagen etwa gleiche Mengen Orthophosphat, II und VI vor.

Die Hydrolyse in In NaOH erfolgte nach der fiir die Sdurehydrolyse beschriebenen Methode:
Die Ampullen enthielten 1 ccm 1.2« 1073 m Losungen von I in 1n NaOH:

t anorg. Phosphat Spaltung
Min. wMol %

0 0 0

5 0.005 0.4
15 0.016 1.3
30 0.024 2.0
60 0.053 4.4

Veraschung 1.20 =100

Versuch zur Lactonbildung von II: In einer Lésung, die 3 uMol der freien Sdure II und
2.12uMol Mevalolacton in einem Vol. von 0.3 ccm enthielt, wurde nach der kolorimetrischen
Methode von LYNEN und GRrassL2!) Mevalolacton als Eisen(llI)-hydroxamat-Komplex
bestimmt. Als Blindprobe wurde die Extinktion bei 546 my von 2.12 puMol Mevalolacton
allein ermittelt. Der Zusatz von II bedingte keine Erhéhung der Extinktion.

eingesetzte uMol Extinktion
11 I-Lacton bei 546 my.
- 2.12 0.468
3.0 2.12 0.468

Oxydationsversuch mit KMnO4: Je 5 mg Dibenzyl-iithylendiammonium-mevalonat und
Tris-cyclohexylammonium-5-phospho-mevalonat wurden in 0.3 ccm Wasser geltst und bis
zur bleibenden Violettfirbung tropfenweise mit 2-proz. KMnQO4-Lbsung versetzt. Die vom
ausgeschiedenen MnO, abzentrifugierten Losungen wurden papierelektrophoretisch unter-
sucht (Pyridin/Acetat-Puffer, pH 6.2): Mevalonsdure (Rpo,0.87) war quantitativ zu f-
Hydroxy-f-methyl-glutarsiure (Rpo, 1.11) oxydiert worden, II wanderte unverindert bei
(RP04 1.14).

Enzymversuche mit pL-5-Phospho-mevalonséiure

Vergleich mit biosynthetischer Phosphomevalonsiure-[2-14C]: Die markierte Verbindung
wurde nach der von HENNING und Mitarbb. 12) beschriebenen Methode durch enzymatische
Phosphorylierung von DL-Mevalonséure-[2-14C ] mit ATP gewonnen. Bei der Hochspannungs-
Papierelektrophorese und Papierchromatographie (Bedingungen wie unter Synthese der
Phosphomevalonsiure) wanderte die radioaktive Verbindung wie II bei Rpg, 1.14 bzw.
Rr 0.61.

Isotopenverdiinnungseffekt: Die Bereitung des squalensynthetisierenden Proteinextraktes
aus Bickerhefe erfolgte nach der Methode von LYNEN und Mitarbb. 7). Je 20 pMol Tris/
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HCl-Puffer, pH 8.0, 6 uMol MgCl, 30 uMol KF, 2 uMol ATP, 0.1 uMol TPN, 5 p.Mol
Glucose-6-phosphat, 0.12 uMol bDL-K-Mevalonat-{2-14C] (785 Imp./Min.) und 0.03 ccm
Hefeextrakt (1.5 mg Protein) wurden zusammen mit wechselnden Mengen DL-Tris-cyclohexyi-
ammonium-5-phospho-mevalonat (s. Tab. S. 1599) in einem Vol. von 0.4 ccm 1 Stde. bei 37°
inkubiert. Die Reaktion wurde nach Zusatz von 0.2 mg Squalen als Triger mit 0.1 ccm
3 m Trichloressigséiure abgebrochen. Der das Squalen enthaltende Proteinniederschlag wurde
mit 1 ccm Wasser gewaschen, dann 3mal mit je 1.5 ccm Ather/Athanol (1:1) extrahiest.
Die vereinigten Extrakte wurden mit 1 ccm Methanol, 1 ccm 10-proz. Kalilauge in 70-proz.
Methanol versetzt, 3mal mit je 3 ccm Petrolither (50—70°) ausgeschiittelt, die vereinigten
Petroldtherextrakte nach der Wische mit 2 ccm 0.1m KOH eingeengt, auf Cu-Plittchen
aufgetragen und im Endfensterzihler (Superscaler SC/8A, Tracerlab, Inc.) ausgezihlt.

Die enzymatische Phosphorylierung der synthet. DL-5- Phospho-mevalonsiure; Stochiometrie:
Die Anreicherung der Phosphomevalonat-Kinase aus Bickerhefe und die spektrophoto-
metrische Bestimmung von Phosphomevalonsiure mit Hilfe des Enzyms sind von HENNING
und Mitarbb.12) beschrieben worden. 1.023 mg (1.95 uMol) des Tris-cyclohexylammonium-
salzes von II wurden in 2 ccm Wasser geldst und 0.05 ccm (0.049 uMol) bzw. 0.1 ccm
(0.098 uMol) der Stammldsung im Versuch eingesetzt. Die erneute Extinktionsabnahme
nach dem zweiten Zusatz von 1I beweist die Aktivitit des Enzyms.

Identifizierung der Nebenprodukte
153.5’-Dimevalonyl-phosphat** (V)

0.54 mMol der in F; befindlichen Siure wurden mit 0.42n Ba(OH);, titriert (pH-Messung
mit einer Glaselektrode).

4
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Abbild. 4. Titrationskurve von 5.5-Dimevalonyl-phosphat

Aus der Titrationskurve ergeben sich folgende pK-Werte: pK;=1.4, pK>=3.8, pK3=5.0.
Der Mittelwert der zweiten und dritten Dissoziationsstufe (14 (pK> -+ pK3) = 4.4) stimmt
gut mit dem pK-Wert der Mevalonsidure (pX = 4.34)) {iberein.

Spaltungsversuch mit Phospho-Monoesterase: 9.45 uMol der Sdure wurden in 1 ccm K-
Acetat-Puffer, pH 5.6, gelost und mit 0.9 ccm Prostataphosphatase30) bei 37° inkubiert.
Zu verschiedenen Zeiten wurden Proben entnommen und auf anorg. Phosphat analysiert.
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t anorg. Phosphat Spaltung
Min. wMol %
0 0 0
1 0.067 5.8
30 0.039 3.8
90 0.050 4.6
Veraschung 0.923 =100

Die papierelektrophoretische Untersuchung der Inkubationsidsung zeigte, daB die geringe
Menge freigesetzten anorg. Phosphats auf Verunreinigung durch Il zuriickzufithren jst,
wihrend V unverindert bei Rpg, 1.24 wanderte.

Sdurehydrolyse: Proben von je 5 pMol in 0.2 ccm 5n HCl wurden verschiedene Zeiten auf
100° erhitzt und anschlieBend papierelektrophoretisch untersucht: Nach 75 Min. war V
quantitativ zu einem Gemisch von 71, VI und anorg. Phosphat hydrolysiert.

Oxydationsversuch mit KMnOs-Lisung: 10 uMol der freien Sdure V wurden tropfenweise
mit 2-proz. KMnO4-Lésung bis zur bleibenden Violettfirbung versetzt. Bei der Papier-
elektrophorese wanderte die Verbindung unveriandert.

5-Hydroxy-3-methyl-A2-pentensiure-5-phosphat (VI)

Die in F4 befindliche Siure wurde papierelektrophoretisch und papierchromatographisch
(Bedingungen wie bei Synthese der 5-Phospho-mevalonsiure) mit einem authent. Priaparat3!)
identifiziert. Wie jene entfiarbt die Verbindung momentan KMnO4 oder Bromlésungen unter
Bildung derselben Reaktionsprodukte, die papierelektrophoretisch getrennt wurden: Pyridin/
Acetat-Puffer, pH 6.2; Reaktionsprodukte fiir KMnO4: Rpg, 0.86, flir Brom: Rpg, 0.71, 0.62.

31) B, Huser, Diplomarb. Univ. Miinchen.

FrANZ WILLE und RUDOLF STRASSER V)
Zur Kenntnis des Diithinylketons

Aus dem Institut fiir Anorganische Chemie der Universitit Miinchen

(Eingegangen am 20. Mirz 1961)
Herrn Prof. Dr. ing. Dr.ing. e. h. E. Wiberg zum 60. Geburtstag gewidmet

Die Oxydation von Diithinylcarbinol (II) zu Diiéithinylketon (I) und dessen
Reaktionen mit N.N’-Diphenyl-thioharnstoff und mit HSCN werden beschrieben.
Il wird durch Umsetzen von Propinal mit Athinylmagnesiumbromid erhalten.
Bei dieser Reaktion entstehen auBerdem Octatriin-(1.4.7)-diol-(3.6) (VILI) und
Undecatetrain-(1.4.7.10)-triol-(3.6.9) (I1X).

Acetylenketone, bei welchen die Carbonylgruppe von zwei substituierten Acetylen-
gruppen flankiert ist, wurden von C. K. LianGg 2 und von J. CHAUVELEERY aus den

1) Dissertat. Univ. Miinchen 1959. 2) Bull. Soc. chim. France 53, 41 [1933].
3) C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 212, 793 [1941].





