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SUMMARY 

It has been shown that synthetic (-)-3-liydroxy-N-methyl-morphinane (I) pos- 
sesses the same steric configuration at  the C-atoms 9, 13 and 14 as the natural mor- 
phine alkaloids, since it can be degraded to the known (-)-cis- [2-methyl-carboxy- 
cyclohexyl-(l)]-acetic-acid. 
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In einer fruheren Mitteilung wurde uber dic Rcaktivierung der mit Isooctan 
inaktivierten Bernsteinsaure-Cytochrom-c-Reduktase durch die Vitamine K, und K, 
berichtet I). Es konnte gezeigt werden, dass im Gegensatz zu friiheren Auffassungen 
nicht das Redoxsystem des Vitamins K,  sondern die isoprenoide Seitenkette fur 
diesen Effekt verantwortlich ist. Die Ergebnisse machten es wahrscheinlich, dass in 
dieser Versuchsanordnung eine Teilfunktion des Vitamins K,  d. h. die durch die 
Seitenkette bedingte Haftung an die Mitochondrienstruktur zum Ausdruck kommt. 

Das Vorliegen einer grosseren Anzahl Isoprenologer der Vitamine K, (I, x = 3) 
und K, (11, x = 6)2)3) und die Kenntnis deren biologischer Aktivitat4) liessen es 
interessant erscheinen, auch die reaktivierende Wirkung der Isoprenologen auf die 
inaktivierte Bernsteinsaure-Cytochrom-c-Reduktase vergleichcnd zu priifen, um so 
weitere Aufschlusse uber die Bedeutung dieses Phanomens zu erhalten. 
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Am Beispiel des Vitamins K, wird gezeigt, dass die Keaktivierung der mit Isooctan 
inaktivierten Bernsteinsaure-Cytochrom-c-Rcduktase konzcntrationsabhangig ist 
(Fig. 1). Somit ist dic Voraussetzung fur eine vergleichende Prufung der Vitamine K, 
und K, und deren Isoprenologen crfullt. Die Priifung erfolgte in je zwei Konzentra- 
tionen im konzentrationsabhangigen Bereich (0,16 und 0,32 ,uMol/ml Enzymansatz). 

in verschiideizevc Konzentrulionen 
I .  Aktivitatskurve dcs inaktivierten Enzyms 
2. Zusatz von 0.08 pMol Vitamin KJml Enzymansatz 
3 .  Zusatz von 0,16 pMol Vitamin KJml  
4. Zusatz von 0,32 ,uMol Vitamin IC,/ml 
5. Zusatz von 0,48 pMol Vitamin KJmI 
6. :\ktivitatskurve des intakten Enzyms 

Von der Vitamin-K,-Reihe lionnten sechs Vertreter rnit 5 (I, x = O), 10 (x = l), 
15 (x = 2), 20 (x = 3), 25 (x = 4) und 30 (x = 5) Kohlenstoffatomen in der Seiten- 
kette gepruft werden. Ihrc rcaktivierende Wirkung auf die mit Isooctan inaktivierte 
Rernsteinsaure-Cytochrom-c-Reduktase ist in Fig. 2 dargestellt. Es ergibt sich bei 
Bquiniolarer Konzentration der Vitamin-I(,-Analogcn eine deutlichc Abhangigkeit 
der reaktiviercndcn Wii-kung von cler LBiige der Scitenkette. Das Analoge mit eincr 
Sejtenkette von 25 Kohlenstoffatomen (Kurve 6 in Fig. 2) ist am aktivsten. Wahrend 
das Analoge mit 30 Kohlenstoffatomen in der Seitcnkette nur wenig in der Wirk- 
samkeit abfallt, hat eine Verkurziing der Seitenkctte auf 20, 15 und 10 Kohlenstoff- 
atome eine starke AktivitStsabnahme zur Folge. 2-Methyl-3-dimethylallyl-l,4- 
naphtochinon (5 Kohlenstoffatome in der Seitenkette) hcmmt sogar die Enzym- 
wirkung (Kurve 2). 
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Vergleicht man die Wirkung von Vitamin K, und seinen Analogen auf die Blut- 
gerinnung im Vitamin-K-Mangelkucken 4), gepruft nach der Methode von DAM 5), 
rnit deren reaktivierenden Wirkung auf die Rernstcinsaure-Cytochroin-c-Reduktase, 
so zeigt sich eine gewisse Ubereinstimmung (Fig. 3). Auch im Kiickentest steigt die 
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Fig. 2. Reaktivierung dev Bernsteinsaure-Cytochrom-c- Keduktase durch Vatamin K ,  und dessen 
A nalogeiz 

1. Aktivitatskurve des inaktivierten Enzyms 5. Phytyl (Cm) 
2. Dimethylallyl (C,) * 6. Octahydro-farnesylgeranyl ((&) 
3 .  Dihydro-geranyl (Cl,,) 7. Decahydro-farnesylfarnesyl (CSn) 
4. Tetrahydro-f arnesyl (Cl,) 8. Aktivitatskurve des intakten Enzyms 

* Zur Bezeichnung der gepriiften Vitamin-K,-Analogen (Kurven 2-7) ist jeweils nur die 
Seitenkette (mit Anzahl der C-Atome) in 3-Stellung des 2-Methyl-l,4-naphtochinons erwahnt. 
Alle Analogen wurden zum inaktivierten Enzym in einer Endkonzentration von je 0,32 ,uMol/ml 
Enzymansatz zugesetzt. 

Aktivitat der Vitamin-K,-Analogen rnit zunehmender Lange der Seitenkette an 
und nimmt bei langeren Seitenketten leicht ab. Das Wirkungsoptimum liegt hier 
jcdoch beim natiirlichen Vitamin K,. Das Analoge mit 5 Kohlenstoffatomen in der 
Seitenkette ist im Vitamin-K-Mangelkucken unwirksam. 

Von der Vitamin-K,-Reihe wurden insgesamt sechs Isoprenologe mit 10 bis 35 
Kohlenstoffatomen in der Seitenkette (11, x = 1-6) gepriift. Wie in der Vitamin-K,- 
Keihe ist auch in der Vitamin-K,-Reihe das Isoprenologe rnit einer Seitenkette von 
25 Kohlenstoffatomen am wirksamsten (Fig. 4, Kurve 5). Eine Verkurzung der 

,) H. DAM, I .  KRUSE & E. S 0 N D E R G A A R D ,  Acta physiol. SCand. 22, 238 (1951) 
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Seitenkettc bedingt wiederum eine starke Abnahme der reaktivierenden Wirkung 
auf das inaktivierte Enzymsystem. Vertreter init langeren Seitenketten weisen einen 
leichten Abfall in der Wirksamkeit auf. Alle Isoprenologen wurden in aquimolarer 
Konzentration zu Vitamin K, als Standard eingesetzt. 
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Fig. 3 .  Vcrgleic h dcr Wirksamkeit drr Vitamin- K,-Reihe im in-vitro- und in-vivo- Versuch. 
Schwarze Saulen: Reaktivierung der Bernsteinsaure-Cytochrom-c-Reduktase. Weisse Saulen: 
Hiologische Xktivitat in1 Vitamin-K-Mangelkucken4) . 1 n beidcn Testen wurde Vitamin K, als 
Standard (= 100% hktivitgt) verwendet. Die Berechnung der prozentualcn Wirkung im 

Enzymtest ist im experimentellen Teil beschrieben. 

Aus Fig. 5 ist ersichtlich, dass in der Vitamin-K,-Reihe zwischen Keaktivierung 
der Bcrnsteinsaurc-Cytochrom-c-Reduktase und Wirksamkeit im Vitamin-K-Man- 
gelkiicken 4, eine gutc ubereinstimmung besteht. Rei beiden Auswertungen liegt das 
Maximum der Aktivitat beim Vertreter mit einer Seitenkette von 25 Kohlenstoff- 
at omen. 

Reim Vitamin K, und seinen Isoprenologen sind wegen der Doppelbindungen 
in der Scitenkette verschiedene geometrische Isomeren moglich. In  einer fruheren 
Untersuchung4) konnten wir feststellen, dass cis-Konfiguration einer ringnahen 
Doppelbindung in der Seitenkette die biologische Aktivitat im Kuckentest signifikant 
herabsetzt, wahrend eine vom Naphtochinon-Kern entfernt liegende cis-Doppel- 
bindung die Wirksamkeit nicht beeinflusst. Von besonderem Interesse erschien des- 
halb der Vergleich der reaktiviercnden Wirkung stereoisomerer Verbindungen auf 
die inaktivierte Bernsteinsaure-Cytochroni-c-Reduktase. 

Gepruft wurden vom Vitamin-I<,-Isoprcnologen mit 20 Kohlenstoffatomcn iii 
der Seitenkette nehen der all-trans-, die 6’, 7’-mono-cis- und die lo’, 11’-mono-cis- 
Form. Beim Vitamin K, mit einer Seitenkette von 30 Kohlenstoffatomen stand,n 
die all-trans-, die 6’, 7’-mono-cis- und die 18’, 19’-mono-cis-verbindungen zur Ver- 
fugung. Bei beiden Isoprenologen besitzt die 6’, 7’-mono-cis-Form cine deutlich ge- 
ringere Wirkung in der Reaktivierung des Enzymsystems (Fig. 6 und 7, Kurve 3).  

Der Vergleich zwischen Wirkung auf die Bernsteinsaure-Cytochrom-c-Reduktase 
iind ,4ktivitat im Kiickentest4) zeigt cinc gute Parallelitat. Das ist sowohl bei den 
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Fig. 4. Reaktivierung der Bernsteinsactre-Cytochrom-c-Redulztase durch I’itanain K ,  
uizd desseiz Isoprenologen 

1. Aktivitatskurve des inaktiviertcn Enzyms 
2. Geranyl (Clo) * 
3. Farnesyl (C1J 
4. Geranylgeranyl (C,J 

5. Farnesylgeranyl (C2J 
6. Farnesylfarnesyl (Cs0) 
7. Farnesylgeranylgeranyl (CS5) 
8. Reaktivierung durch Vitamin K, 

* Zur Bezeichnung der gepruften Vitamin-I<,-Isoprenologen (Kurven 2-7) 1st jeweils nur 
die Seitenkette (mit Anzahl der C-Atome) in 3-Stellung des 2-Methyl-l,4-naphtochinons erwahnt. 
Alle Isoprenologen wurden zum inaktivierten Enzym in einer Endkonzentration von 0,32 pMol/ml 
Enzymansatz zugegeben. 
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Fig. 5 .  Vergleich der Wirksamkeit dev Vitamin-K,-Reihe inz in-vitro- und in-vivo- Versuch. 
Schwarze Saulen: Reaktivierung der Bernsteinsaure-Cytochrom-c-Reduktase. Weisse Saulen: 
Biologische Aktivitat im Ki i cken te~ t~ ) .  In  beiden Testen diente LJitamin K, als Standard (= 

1000/, Aktivitat). 
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Fig. 6.  Reaktiuierung der Bernsteinsaure-Cytochrom-c- Reduktase durch geometrischt, Isomrren des 
Vitamin-K,- Isoprenologen mit 20 C-A tomen in der Seitenkette 

1. Aktivitatskurve des inaktivicrten Enzyms 
2. all-trans-VerhindLiIig * 
3 .  f)’, 7’-mono-ris-Verbindung 

4. lo’, 11 ’-mono-cis-Verbindung 
.5. Reaktivierung durch \’itamin I<, 

Fig. 7. Reaktiuierung der Bernstciizsuure-Cytochrom-c- Reduktase durch geometrische 
Isomeven des Vitamin K ,  mit einer Seitenkrtte von 30 C-Atomen 

4. 18’, 19’-mono-cis-Verbindung 
5. Reaktivierung durch Vitamin I<, 

1. ,4ktivitatskurve des inaktivierten Enzyms 
2. ~tll-trans-Verbindung * 
3 .  0’, 7’-mono-cis-Verbindung 

* ]lie verschiedenen geometrischen Isomeren (Kurven 2-4) wurden zum inaktivierten 
_ _ _  

ljnzym in einer Endkonzentratioii von 0 , l h  pMol/ml Enzymansa tz  zugesetzt. 
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geometrischen Isomeren vom Vitamin K, mit 20 Kohlenstoffatomen in der Seiten- 
kette (Fig. 8), wie vom Isoprenologen mit einer Seitenkette von 30 Kohlenstoff- 
atomen (Fig. 9) der Fall. 
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Fig. 8. Vergleich der in-vitro- und in-vivo- 
Wirksamke i t  der geometrischen Isomere?a uoiz 
Vitamiit K ,  mat 20 C-Atomen  in der Seitenkette. 
Schwarze Saulen : Keaktivicrung der Bern- 
steinsaure-Cytochrom-c-Reduktase. Weisse 
Saulen : Biologische Aktivitat im Kiicken- 
test4). I n  beiden Testen diente Vitamin LC, 

als Standard (= l0Oyo Aktivitat) 
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Fig. 9. Vergleich der in-vitro- u n d  in-vivo- 
Wirksamke i t  der geometrischen Isomeren von 
Vitamin K ,  m i t  30 C-Atomen  inderseztenket te .  
Schwarze Saulen : Reaktivierung der Rern- 
steinsaure-Cytochroni-c-Reduktase. Weisse 
Siiulen : Biologische Aktivitat im Kiicken- 
test4).  In  beiden Testen diente Vitamin K, 

als Standard (=  100% Aktivitat) 

Experimentelles. Aufarbeitung dcr Rernsteinsaure-Cytochrom-c-Reduktase aus Schweine- 
herzmuskeln, Durchfuhrung der Aktivitatsmessungen und Auswertung derselben haben wir fruher 
beschrieben’). Alle Vitamin-K,- und -K,-Analogen sind auf aquimolarer Basis in Rinderscrum- 
albumin suspcudiert l) und in zwei Konzentrationcn (0,16 und 0,32 pMol/ml Enzymansatz) 
gepriift. 

Die in den Fig. 3, 5, 8 und 9 angegebenen Prozentzahlen der reaktivierenden Wirkung dcr 
verschiedeneii Vitamin-K-Formen wurden wie folgt ermittelt: 

Wie friiher beschrieben’), zeichnetc man die Aktivitatskurven aus den Mittelwerten von 
durchschnittlich vier Aktivitatsmessungen auf (Fig. 1, 2 ,  4, 6 und 7). Bei jeder Mess-Serie wurde 
Vitamin K, als Standard mitgefiihrt und ebcnso die Aktivitat des Enzyms ohne Zusatz einer 
aktivierenden Substanz bestimmt. Die prozentuale Wirksamkeit der verschiedenen Vitamin-K,- 
und -K,-Analogen im Vergleich zuVitamin K, als Standard ist so errcchnet, dass bei 1, 1,5 und 
2 Min. der Abstand zwischen Mittelwert des inaktivierten Enzyms und Mittelwert des Enzyms 
mit Zusatz von Vitamin K, abgemessen wurde. Auf die gleiche Weise haben wir bei den anderen 
aufgezeichneten Vitamin-K-Analogen den Abstand ihrer Mittelwerte zu denen des inaktivierten 
Bnzyms abgelesen und in Prozent umgerechnet, wenn zu dernselben Zeitpunkt der Abstand zwi- 
schen Vitamin-K,-Enzym und inaktivicrtem Enzym = 100 yo gesetzt wurde. Sofern die 
Aktivitatskurven gerade ansteigan, haben wir noch einen vierten Wert, entweder bei 0,5 odcr 
2,5 Min., berechnet. Da die gleichen Bercchnungen liei den Aktivitatskurven von zwei Konzentra- 
tionen durchgefiihrt wurden, erhielten wir so 6-8 Prozentwerte und daraus den Mittelwert fur die 
Aktivitat einer bestimmten Vitamin-K-Form im Vergleich zur Aktivitat von Vitamin K, = 

Die Streuung der Mittelwerte sowohl bei den Aktivitatskurven wie auch bei der Berechnung 
dcr prozentualen Wirksamkeit betrug durchschnittlich ca. 6%) (gcringste Streuung 2,50/;, , maxi- 
male Streuung 14%)). 

700 ”/,. 
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Iliskussion 
IXc mitgeteilten Ergebnisse bestatigen die friiher gemachte Beobachtung1)6), 

dass unter den gewahlten Versuchsbedingungen die isoprenoide Seitenkette der 
Vitamine I(, und K, fur die Reaktivierung der rnit Isooctan inaktivierten Bernstein- 
saure-Cytochrom-c-Reduktase verantwortlich ist. 

Der Vergleich der reaktivierenden Wirkung der Vitamin-K,- und -K,-Analogen 
auf die Bernsteinsaure-Cytochrom-c-Reduktase rnit der Wirkung auf die Blut- 
gerinnung beim Vitamin-K-Mangelkucken4) zeigt vor allem in der Vitamin-K,-Reihe 
eine gute Ubcreinstimmung. Das ist nicht nur ini Hinblick auf den Einfluss der 
Lange der Seitenkette, sondern auch hinsichtlich der geometrischen Isomerie in der 
Scitenkette der Fall. Es ergibt sich daraus ein strenger Hinweis fur eine Korrelation 
der in vitro beobachteten Beeinflussung der Bernsteinsaure-Cytochrom-c-Reduktase 
mit der biologischen Aktivitat beim Vitamin-K-Mangelkucken. In fruheren Unter- 
suchungen1)G) konnte wahrscheinlich gemacht werden, dass im Enzymversuch die 
Seitenkette dcs Vitamins K fur die Haftung an die Mitochondrienstruktur verant- 
wortlich ist. Dieser Effekt scheint somit auch der begrenzende Faktor fur die bio- 
logische Wirksamkeit zu sein. 

Mit dieser Vorstellung stimmen die Beobachtungen mehrerer Autoren iiberein, 
wonach in verschiedenen Versuchsanordnungen eine Ahhangigkeit der Vitamin-K- 
Wirkung von dem Vorhandensein einer langeren Seitenkette in 3-Stellung des 2-Me- 
t hyl-1 ,4-naphtochinons festgestellt wurde. MARTIUS ') konnte zeigen, dass die oxy- 
dative Phosphorylierung in Mitochondrien von Vitamin-K-Mangelkiicken durch 
Vitamin K, gesteigert werden kann. Das Vitamin-K,-Analoge rnit einer Seitenkette 
von 15 Kohlenstoffatomen war etwas weniger wirksam, wahrend das Vitamin-K,- 
Analoge mit 5 Kohlenstoffatomen in der Seitenkettc sogar hemmend wirkte. 2-Me- 
thyl-l,4-naphtochinon erwies sich in der gleichen Versuchsanordnung auf aqui- 
molarer Basis als unwirksam s). Atmung und oxydative Phosphorylierung in durch 
UV.-Bestrahlung inaktivierten Zellpartikeln von Mycobacterium phlei konnen nach 
Untcrsuchungen von BROUIE und Mitarb.g) durcli Vitamin K, reaktivicrt werden, 
jedoch nicht durch Z-Methy1-1,4-naphtochinon. Vitamin K, war wirksamer als seine 
Analogen mit 15 oder 25 Kohlenstoffatomen in der SeitenkettelO). ISLER et aL2) haben 
durch Bestimmung der Uberlebenszeit von Ratten, dic mit Dicumarol oder anderen 
Cuinarinderivaten vergiftet wurden, nachgewiesen, dass die Seitenkette von einer be- 
stimrnten Lange in den Vitaminen K, und K, fur dercn Wirkung gegen Dicumarolver- 
giftung notwendig ist. 2-Methyl-1 ,4-naphtochinon, das in Vitamin-K-Mangelkuckenll) 
und -K-Mangelhundenl%) auf aquimolarcr Basis die gleiche hktivitat wie Vitamin K, 
besitzt, ist nach MAR TI US^^) nicht als solches wirksam, sondern wird in vivo in ein 
Vitamin-K,-Analoges mit 20 Kohlenstoffatomen in der Seitenkette umgewandelt 14). 

G, F. \VEBER, U. GLOOR & 0. WISS, Helv. 41, 1046 (1958). 
7, C. MARTIUS & n. NITZ-IJTZOW, Biochern. z. 327, 1 (1955). 
8) C .  MARTIUS & D. NITZ-LITZOW, Hiochim. biopliys. Rcta 13, 289 (1954). 
9) .A. 17. BRODIE, M. M. WEBER & C. T. GRAY, Riochim. biophps. Acta 25, 448 (1957). 

lo) A.  17, ~ R O D I R ,  Fed. Roc.  17, 196 (1958). 

l2) 1,. M. FISHER, G. J .  MILLAR & L. H. JAQUES, Canad. J .  Biochern. Physiiol. 34, 1039 (1956). 
13) C. MARTIUS, Kiochem. 2. 327, 407 (1956). 
14) C,. M ~ R T I V S ,  1)tsch. metl. Wsclir. 83, 1701 (19.58). 

'I) H. D A M  & E. S0NDERGAARD, Acta pharmaCOI. tOXiC01. 9, 131 (1953). 
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Zusammen f assung 
Vitamin K, und seine Analogen rnit 5, 10, 15, 25 und 30 Kohlenstoffatomen in 

der Seitenkette, sowie die Isoprenologen der Vitamin-K,-Reihe mit Seitenketten 
von 10-35 Kohlenstoffatomen wurden auf ihre reaktivierende Wirkung auf die mit 
Isooctan inaktivierte Bernsteinsaure-Cytochrom-c-Reduktase vergleichend gepruft. 
Diese Reaktivierung hangt sowohl in der Vitamin-K,- wie auch in der Vitamin-K,- 
Reihe deutlich von der Lange der Seitenkette ab. In beiden Reihen sind die Ver- 
treter mit einer Seitenkette von 25 Kohlenstoffatomen am wirksamsten. Verkurzung 
der Seitenkette hat eineri starken Abfall der Wirksamkeit zur Folge, wahrend Ana- 
loge der Vitamine K, und K, rnit 30 oder 35 Kohlenstoffatomen in der Seitenkette 
nur leicht an Aktivitat abnehmen. 

Auffallend ist die gute ubereinstimmung zwischen reaktivierender Wirkung der 
verschiedenen Isoprenologen auf das inaktivierte Enzym und deren biologischen 
Aktivitat im Vitamin-K-Mangelkiicken, speziell in der Vitamin-K,-Reihe. Es ergibt 
sich daraus ein Hinweis, dass die durch die isoprenoide Seitenkette bedingte Bindung 
des Vitamins K an die Mitochondrienstruktur, wie dies in den in-vitro-Versuchen zum 
Ausdruck kommt, auch der begrenzende Faktor fur die Wirkung in vivo ist. 

SUMMARY 

Vitamin K, and its analogues with 5, 10, 15, 25 and 30 C-atoms in the side-chain, 
and the isoprenologues of the vitamin K, series with side-chains of 10 to 35 C-atoms, 
have been tested comparatively as regards their reactivation effect on succinate- 
cytochrome-c reductase, inactivated by isooctane. This reactivation depends clearly 
on the length of the side-chain, in the vitamin K, as well as in the vitamin I<, 
series. In  both series the most active substances are those with a side-chain of 25 C- 
atoms. Shortening of the side-chain is parallelled with a heavy decrease of the 
activity, while the analogues of the vitamins K, and K, with 30 or 35 C-atoms in 
the side-chain lose their activity only to a slight degree. 

The good agreement between reactivation effect of the various isoprenologues 
on the inactivated enzyme and their biological activity in the vitamin K deficient 
chick is very striking, especially in the vitamin K, series. Hence we may conclude 
that the binding of vitamin K to the mitochondria1 structure by its isoprenoid side- 
chain, as stated in the i a  witro assays, is also the limiting factor in the in vivo assays. 
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