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243. Zur Biosynthese des Cholesterins aus P, d-Dihydroxy- 
P-methyl-valeriansaure l) 

von 0. Isler, R. Ruegg, J. Wursch, K. F. Gey und A. Pletscher. 
(14,. X. 57.)  

[I', 6-Dihydroxy-/!l-methyl-valeriansiiure (11) bzw. das 1-IIydroxg- 
@-methyl-8-valerolacton (I) ist, wie amerikanische Arbeiten2) gezeigt 
haben, mit dem ,,Isoprenbaustein" identisch oder sehr nahe verwandt, 
da das richtige optische Isomere3) bei der Biosynthese rssch und prak- 
tiscli vollstandig in Cholesterin umgewandelt wird. Rein schematisch 
konnen 6 dieser Isoprenbausteine auf 2 Arten zu einem squalen%hnlichen 
Zwischenprodukt und nachfolgend zu Cholesterin verknupft werden : 

U X H  

niit 14C rnarkicrtc Atome. 

Abgesehen von der symmetrischen Verknupfung der Isoprenban- 
steine in der Mitte der Squalenmolekel bzw. zwischen den Kohlenstoff- 
atomen 11 und 1 2  des Cholesterins verbindet sich nach Schema A die 
Hydroxymethylgruppe der einen Molekel mit der zur Carboxylgruppe 
x-standigen Methylengrnppe der nachsten Molekel. Nach Schema Y, 
reagiert die Hydroxymethylgruppe des ersten Bausteins mit der Mc- 
thylgruppc des zweiten. In  beiden Fallen entstelit forrml nacli C'ycli- 
sierung, Deearboxylierung, Wanderung von Methylgruppen und Ent- 
fernung von Hydroxylgruppen Cholesterin. Durch Verwendung des 
mit I4C in 2-Stellung markierten ,,IsoprenbausteinsLL /?-Hydroxy-1- 
niethy1-8-valerola~ton-[2-~~C] bzw. der freien S%urc Iasst Rich nacli 

l) Vorlaufige Mitteilung: 0. Isler, II. Ruegg,  J .  Wursch, I<. F. Gey & A.  Pletschcr, 

2, P. A .  l'uvorminu, M .  H .  Gibbsb  J .  W .  Huff, J. Amer. chem. Soc. 78,4498 (1956); 

3, C. H. Xhunk, B. 0. Linn, J .  W .  Huff ,  J .  L. Gilfillun, H .  R. Xkeggs & K .  Folker..s, 

Chimia I I, 167 (1957). 

P. A.  Tuvormina, M .  H .  Gibbs, ibid. 78, 6210 (1956). 

J. Amer. chem. Soc. 79, 3294 (1957). 
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Abbau des daraus biosynthetisch hergestellten Cholesterins und Pru- 
fung der einzeln abgebauten C-Atome auf den Gehalt an Radioaktivi- 
tat die Entscheidung dariiber treffen, nach welchem der beiden Sche- 
mata der Aufbau erfolgt, weil je nach Reaktionsweg verschiedene 
C-Atome im Endprodukt Cholcstcrin markiert sein mussen. 

/~-Hydroxy-P-methyl-6-valerolacbon-[2-14CJ haben wir auf cinern 
kurzlich aueh von Polkers et al. 4, beschriebencn Weg bereitet. Refor- 
matxky-Reaktion von Bromessigsiiuremethylester-[2-14C] mit 4-Acet- 
oxybutanon-(2) lieferte den Metliylester der dl-P-Hydroxy-0-methyl- 
~-ac~toxy-valerians&nre-[2- 14C], der durch alkalische Verseifung in 
uber SOY, Ausbeute die gewunschte SBure II ergab. Bei der Destilla- 
tion im Hochvakuum bildet sich das entsprechendc Lacton I, das in 
wasserigem Milieu zum Teil wieder zur Saure hydrolysiert wird. 

CH, 
I co /OH 

’\ 
:/OH /OH 
’\ ”% 14cff,j 14CH2 

I 1  
H,COOC &H,oA~ H,COOC CH,OAC H ~ O A  CH,OH oc\ / 

14CH2Br ‘CH, 2 147H, 1 __+ 

I 
0 

I1 I 

h i i s  dem markierten /3-Hydroxy-B-methyl-6-valerolacton (I) haben 
wir rnittels Xattenleberhomogenst radioaktives Cholesterin gewon- 
nen5). Zur Bcstimmung der Aktivitatsverteilung in der Seitenkette 
ist das Cholesterin nach K .  IZZoch und Mitarb.6) schrittweise uber die 
3~-Hydroxy-allocholansiiure, die entspreehenden Nor- und Bisnor- 
Sawen zu 30-Hydroxy-allopr.egnsnon-(20) und dieses zu Androstan- 
diol-( 3 p, 1 7  p )  abgebaiit worden. Da,bei wurden die Kohlenstoffatome 
25, 26 und 27 als Rceton, 22 ,  23 und 24 als Henzophenon und 20 und 
21 als EssigsBure gefasst. Bei dcr Umwandlung von 3B-Hydroxy-allo- 
pregnanon-(20) in Androstandiol-(3/3, 17P) konnte durch Verwendung 
von Trifluorperessigsaure nach W. D. Ewmons & G. B. Lucas7) an 
Stelle voii Perbenzoesaure eine wesentliehe Verkurzung der Reaktions- 
zeit und Verbesserung der Ausbeute an Essigsaure erzielt werden. 

Das Kohlenstoffatom 7 haben wir durch einen ebenfalls schon 
von IC. I3lochS) benutzten Abbau isoliert, indem das Cholesterin uber 
7-Ketocholesttzrylacet~t und 7-K~tocholcstanylaeetat in die 30, X -  
nihydroxy-7,s-seco-cholestansaure-( 7 )  (Ill)umgewandelt~vurde.Eeim 
Rchrn idt’schen Rbbau dieser Dihydroxysaure konnten wir das Kohlen- 
stoffatoni 7 nur in 16  Yo Ausbeute als Kohlendioxyd erhalten. Wir 
haheii daher durch Oxydation des Methylesters der Dihydroxysaure 

*) J. Amer. chem. SOC. 79, 2316 (1937). 
j) AT. L. R. Bucher d: K.  McGnrrahan, J. biol. Chemistry 222, 1 (1956); K.  F. Gey, 

fi) J .  V u r s r h ,  R. L. Iluan7 Ce- K.  Rloch, J .  biol. Chemistry 195, 439 (1962). 
7 )  J. amer. chem. SOC. 77, 2287 (1956). 
”) Helv. 36, 1613 (1953). 

il. Plelscher, 0. Isler, R. Ruegg d: J .  Wursch, vorangehende Mitteilung. 
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zu Diketoester ITT  und Wotff -Kishner-Reduktion die beidcn Hydroxyl- 
gruppen entfernt. Die so erhaltene 7,8-seco-ChoIestansaure-(7) (V)  
crgab nun beim Bchmidt'schen Abbau in gnter Ausbeute das Kohlen- 
stoffatom 7 in Form von Kohlendioxyd. 

I I I 

Die Radioaktivitiitsbestimmungen zeigen, dass die Kohlenstoff- 
atome 7, 22 und 26 bzw. 27 aktiv, die Kohlenstoffatome 20, 21, 23 24, 
35 und 26 bzw. 27 inaktiv sind. 

Tabelle der Messergebnisses). 

Ber. 1 Gef. I ipm 

Cholcsterin 
C, 
G o  + e l  
CZ2 

c,, 
C,, 
'25 + 26 + 27 

C,, bzw. C,, 

Allopregnanol- (38) -on- (20) 
Androstandiol- (38,178) 

c,, 

- 
540 

0 
540 

0 
0 

180 
270 
0 

77 
85 

- 

100 
491 

0 
520 

0 
0 

215 
340 

0 
78 
92 

I/OH 

HOOC CH,OH 

Dicsc Verteilung markierter und nichtmarkierter C-Atome in den 
untersuchten Teilen der Cholesterinmolekel Pisst eindeutig darauf 
schliessen, dass die Biosynthese aus /I, 8-Dihydroxy- B-methyl-valerian- 
siiure, wie zu erwarten war, nach Schema A verlauft. In  Ubereinstim- 
mung damit sind die Befunde von Cornforthlo) und Diturill) an Squa- 
len: auf analoge Weise biosynthetisch hergestelltes Squalen weist 
niimlich den grossten Anteil an Radioaktivitat in den endstandigcn 
Methylgruppen und in 4 Kohlenstoffatomen der Kette auf. 

y, Die Messpriipnrate (,,infinite thickness") wurden im Tracerlab Windowless Flow 
Counter oder unter einem dunnfenstrigen Geiger-Rohr auf einen statistischen Fehler von 
etwa 5% ausgezahlt und die Impulszahlen wenn notwendig auf ,,infinite thickness" kor- 
rigiert. Die theoretischcn Werte fur die einzelnen C-Atome und die beiden letzten Ver- 
bindungen der Tabelle sind auf Crund der Annahme berechnet, dass von den 27 C-Atomen 
des Cholestcrins 5 C-Atome rleich stark mnrkiert sind. 

lo) J .  W .  Cornforth, R-H. Cornforth, G. Popjak Le. Youhotsky-Gore, Biochem. J. 66, 
10 P (1957). 

11) F. Dituri, S.  Gurin Le. J .  L. Rabinozuitz, J. Amer. chem. 6oc. 79, 2650 (1957). 
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E x p er i m  e n  t e 11 e r T e i 1. 
A) Herstellung von ~-Hydro~y-~-rnethyl-6-valerolncton-[2-~~C]~). 98 mg Bromessig- 

siiure-[2-14C] (3,07 me) wurden mit 319 mg inaktiver Bromessigsaure auf insgesamt 
417 mg (3 rnMol) verdunnt, in 15 ml abs. Ather gelost, rnit frisch destilliertem Diazo- 
metlian verestert und der Ather anschlicsscnd uber eine 15 cm lange, mit Glasriiigen ge- 
fiillte isolierte KoIonne abdestilliert. Der jcweilige Ruckstand wurde viermal rnit je 6 ml 
itbs. Ather versetzt und der Ather wieder uber die Roloune abdestilliert,. Zuni Ruckstand 
(etwa 2 ml) gab rnari 455 mg 4-Acetoxybutanon-(2) (3,5 mMol), 216 mg zerricbenes Zinli 
(3,3 mMol) nnd cine Spur Sublimat, worauf die ~ e ~ o ~ ~ a t ~ ~ y - ~ e a k t i o i i  sofort cinsetzte. 
Unter leichtem Erwiirmen liess man 50 Min. reagieren, zersetzte die Reaktionsmischung 
mit Eis und 3 nil. 3-n. H,SO,& iind extrshiertc 90 E n .  mit lither im Kutscher-Steudel- 
Ext,rakter. Xaeh dein Abdampfen des Athers hliebcn 573 mg eines 01s zuriick, das mit 
2 ml 3-n. NaOH und 2 ml Alkoliol versetzt und durcli lstiintliges Erhitzen zum Sieden 
nnter Ruckfluss verseift wurde. Das Verseifungsgemisch nahm ma,n in 20 ml IYasser auf 
und extrahierte es eweimal mit Ather im Scheidctrichter. Es konnten dadurch 30 mg 
iitherlosliche Nebcnprodukte abgetrennt wcrden. Zur wasserigen Schicht fiigte man 3 ml 
3-11. HC1 und extraliiertc 16 Std. mit Ather im Kutscher-Steudel-Apparat. Der Extralrt 
wog 294 mg und wurde mit Cliloroform, in dem das Lacton gut loslich ist, in eiri Kragen- 
kolbrlien gospiilt nnd nach Entfernen des Liisungsmittels fraktioniert. Es konnte eiri Vor- 
lauf von 18,6 mg (hei S6O Badtemperatur, 0,001 Torr) abgetrennt werden. Das Haupt- 
produkt giiig hei 100O Badtenip. (0,001 Torr) uber und wog 201 mg entspr. 51,5q;, d. Th. 
bez. anf Bromessigsiinre; bcrccliriete spez. Aktivitat 7,85 pclmg. 

B) Rios?ynthese. des Cholasterins. Rattenleberhomogenate wurden etwas modifiziert 
nach Buchcr Lc' McGarra7mz5) hergestellt, 10 Min. bei 3000 g zentrifugiert, mit P-Hydroxy- 
~-methyl-8-valerolacton-[2-'4C] rersetzt nnd 3 Std. unter Luft und Schutteln bei 373" 
inkubiert. ]<in typischer Ansatz vom Totalvolumcri 6 ml hatte folgende Konzentrationon 
(Mol/l) : K,HPO, 0,056; KH,PO, 0,035; Nicotinamid 0,030; MgCl, 0,004; Glutathion 
0,010; Diphosphopyridin-nuclcotid 0,0005; Adenosiiimonophospliat 0,0008, und B-Hy- 
dro~y-~-methyI-8-valerolacton-[2-'~C] 0,001 (1 me) ; pH vor der Inkubation 6,9--7,U. 
Zur Beendigung der Irikubation sauertc man mit Schwefelsaure an und liess freigesetztes 
raclioaktives CO, in KOH absorbieren. Nach Zugabe von 4--25 mg inaktivem Cholesterin 
verseifte man unter Stickstoff in 55-proz. Methanol mit S-proz. KOH ctwa 15 Std. unter 
Kiickflnss. Ansatze mit funf- und zehnfachen Volumina wareii noch verwendungsfahig. 
Xach Ahdatnpfcn cles wiisserigen Methanols konnte das Unverseif bare mit Petrolather 
extrahiert inid daraus durch eine Digitoninfallung in 80-proz. Athylalkohol das Cholesterin 
als Digitonid gewonrien werden. 

C )  Abbau des hiosynthetischen C'holesterins. Die aus den einzelneii Ansatzen erhal- 
tenen Digitonide wurden zusaniineiigcfasst nnd daraus durch die iibliche Zersetzung in 
l'yridin/abs. Ather das freie Cholesterin gewonncn. Durch Acetylieren mit Acetanhydrid 
wurdc es in Cholesterylacetat iibergefiihrt, welohcs fiir die Abbaureaktionen im Falle des 
(I-At,oms 7 niit iriaktivem Cholesterylacctat, im Fdle  der Seitenkette nach Hydrierung 
zu Diliydro-cholesterylacetat mit inaktivein Material pa,ssend verduiirit wurde. Die Hy- 
tlrierung zu l~iliydro-cholesterylacetat (aktiv und inaktiv) erfolgte nach dcni in  ,,Organic 
Syntlicses" l?) hcsc.hricbencti Verfahren. 

a) Ahb(m ties C'-Atoms P). 600 mg :~~I,X-Dihg-drox~-7,8-seco-cholcstarisii~ire-(~) wur- 
clen in Btherisclicr Losung unt,er Zaaatz von etwas Mcthariol mit Diazomethan verestert.. 
Dcr naeh den1 Abdampfen des Lnsungsmittels zaruckbleibende Ester wurde in 16 ml Eis- 
essig geliist und uriter Kiihlung mit einer Losung von 210 rng CrO, in 5 ml IiCisessig und 
1,5 nil H,O versetzt; anschliessend liess man 15 Std. bei Zimmertemperatur stehen. Das 
Oxydationsprodukt wurde durch Ausscliiitteln mit Ather isoliert und in 20 ml Athylen- 
glycol mit -7,s ml Hydrazinhydrat 1 Std. linter Kuckfluss zum Sieden erhitzt. Dann 
steigerte man die Temperatxr iiach Entfernen des Kulilers und hielt sic wahrend 2 '/z Std. 

l 2 )  Org. Synth., Coll. T70L 11, 191 (1943). 
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bei 190n. Bur Isolierung des Keaktionsproduktes verdunnte man mit Wasser und schiittelte 
rnit Ather aus. Nach Ansauern nahm man die Siiure in At,her auf urid erhielt nacli Ab- 
tlampfen des Athers 259 mg nicht kristalliner 7, S-seco-Cholestansaut-e-(7) (V), wclchc ohnc 
weitere Reinigung dem Schmidt'schen Abbau unterworfen wurde. Die Saure V wurde in 
20 ml Chloroform (abs. phosgenfrci, frisch destilliert) gelost und niit 90 nig Na-Azid 
(citrbonatfrei) und 2 ml konz. H,SO, versetzt. Man erhielt nach 1 Std. Renktionsdauer 
hei 45-500 BZ ing (65%) Bariumcarbonat, das vor der Aktivitatsbcstimmung no& cinmal 
umgefallt wurde. 

b) Abbau der Seitenkette. Der schrittweise Abbau der Seitenkette erfolgte grosscn- 
teils nach dem von J .  TVursch, R. L. Huang & K.  EZoch6) fur den Abbau von aus Acetat 
biosynthetisiertem, radioaktivem Cholesterin herangezogenen, auf friiheren Arbeiten be- 
ruhenden Verfahren. Das bei dem beschriebenen Vorgehen jeweils erhaltene Benzophenon 
(enthaltend die C-Atome 22, 23 bzw. 24) wurde nach Uberfuhrung in  das Benzophenon- 
oxim direkt gezahlt. Das bei der Oxydation des Dihydro-cholesterylacctats in Form des 
Mercuriacetonkomplexes gefasste Acetpri mit den C-Atomen 25, 26 und 27 wurde einer- 
seits gesamthaft in  Bariumearbonat, anderseits zuerst in  Jodoform (C-Atom 26 bzw. 27) 
und dieses in  BaCO, ubergefuhrt. Aus den Messergebnissen fur  Gesamtaceton und C-Atom 
26 bzw. 27 (aus Jodoform) kann der '4C-Gehalt fur das C-Atom 25 bercchnet werden. 

Umlagerung von AZlopregnan0Z-(3B)-on-(20)~). 225 mg Allopregnanol-(3~)-on-(20) 
wurdcn mit 5 ml 100-proz. Ameisensaure 4 1/2 Std. unter Trockenverschluss auf 70" er- 
warmt. Der nach dem Abdampfen der uberschiissigen Ameisensaure im Wasserstrahl- 
vakuum bei 50" erhaltene kristallisierte Ruckstand wurde in  3 ml Methylenchlorid gelost 
und mit 0,s g fein pulverisiertem sek. Na-Phosphat versetzt. Unter Kiihlung mit Eis- 
wasser und kraftigem Schiitteln setzte man in 4 Portionen eine aus 60 pl90-proz. Wasser- 
stoffsuperoxyd und 380 pl Trifluoressigsaureanhydrid in 0,5 ml Methylenchlorid bereitete 
eisgekiihlte Losung von Trifluorperessigsaure zu und erhitzte anschliessend wahrend 30 
E n .  zum Sieden unter Ruckfluss. Das Reaktionsprodukt wurdc durch Extraktion mit 
Ather isoliert (241 mg) und in 7,5 ml Methanol und 2 ml 3-n. NaOH wahrend 1 Std. 
durch Erhitzen unter Riickfluss verseift. Xach Aufarbeitung erhielt man 196 mg Roh- 
produkt (Smp. 158-160" unkorr.), das nach Urnlosen aus Essigester-Petrolather 140 mg 
Androstandiol-(3,8,17,8) vom Smp. 160" unkorr. gab. 

Die methanolisch-alkalische Schicht aus der Aufarbeitung des Verseifungsgemisches 
wurdc cingedampft, der Ruckstand in Wasser gelost, mit etwas KMnO,-Losung zur Zer- 
storung der Ameisensaure versetzt und iiach Ansauern mit verd. H,SO, destillicrt. Das 
mit NaOH nentralisierte Destillat wurde zur T r o c h e  gebracht, der Ruckstand in 2 ml 
IVasser aufgenommen und mit einem Uberschuss an konz. AgN0,-Losung versetzt. Das 
ausgefallene Silberacetat wurde aus Wasser umgelost, gotrocknet und direkt gezahlt. 

SUMMARY. 

Labeled cholesterol was prepared by incubation of rat liver homo- 
genate with ,kI-hydroxy-,kI-methyl- 6-valerolactone-[2-14C]. The part'ial 
degradation of the biosynthetic cholesterol shows the presence of 
activity in the carbon atoms 7 ,  22 and either 26 or 27, and absence of 
activity in the carbon atoms 20, 31, 33, 24, 25 and either 26 or 87. 
From these results it can be concluded that the normal sequence of 
isoprene units (head t o  tail) is achieved by condensation of the hydr- 
oxymethyl group of one molecule of p, 6-dihydroxy-p-methylvaleric 
acid with the methylene group in cr-position to the carboxyl group of 
the next molecule. 

Forschungsabteilung der 
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