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SUMMARY 

2303 

The synthesis of a number of tocopheramines and N-alkyl-tocopheramines is 
described. The biological activity of the tocopheramines in the hemolysis test is 
shown to be similar to that of the corresponding tocopherols. N-Methylation ha? a 
varying influence. In  the case of d,  I-a-tocopheramine, the biological activity is reduced 
to less than a tenth by monomethylation, with d,l-B- and d,I-y-tocopheramine how- 
ever it is increased about fivefold and even surpasses the biological activity of d,Z-a- 
tocopherol. N-Dimethylation leads in all cases to inactivation. N-Monoinethyl-d, 1- 
y-tocopheramine was found to be inactive or a t  least much less active than the N- 
monomethyl derivative. 
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267. Resorption, Retention, Verteilung und Stoffwechsel 
des d ,  I-a-Tocopheramins, d ,  I-N-Methyl-y-tocopheramins und des 

y-Tocopherols im Vergleich zum d ,  2-a-Tocopherol bei der Ratte 
von U. Gloor, J .  Wursch, U. Schwieter und 0. Wiss 

(3. I X .  66) 

Es konnte gezeigt werden, dass Stickstoffanaloge der Tocopherole Vitamin-E- 
Wirkung besitzen. Wahrend der Ersatz der Hydroxylgruppe durch eine Aminogruppe 
die biologische Aktivitat wenig beeinflusst, hat N-Methylierung im Falle des a-Toco- 
pheramins eine Inaktivierung, im Falle des p- und y-Tocopheramins eine erhebliche 
Steigerung der Vitamin-E-Wirkung zur Folge [l]. Untersuchungen uber Resorption, 
Retention und Verteilung dieser Verbindungen sollten ermoglichen, Aufschluss uber 
mogliche Ursachen dieses Verhaltens zu bekommen. 

( Experimenteller Teil 
1. Synthese der 14C-markierten Tocopheramine. - d,  1-a- ?'ocopheramin-3,4-[14C]. Eine Mischung 

von 600 mg 2,3,5-Trimethyl-4-formylamino-phenol und 1,0 g Isophytol-l,2-['4C,j [2] in 5 ml 100- 
proz. Ameisensaure wurde unter Riihren und Argonbegasung 22 Std.  unter Riickfluss im Bad von 
130" erhitzt. Es bildeten sich zwei Schichten. Nach Abkiihlung im Eisbad setzte man 20 ml Eis- 
wasser zu und extrahierte mit a the r .  Der a therext rak t  wurde von Ameisensaure clurch Ausschiit- 
teln befreit und lieferte nach dem Eindampfen 1375 mg N-Formyl-a-tocopheramin-3, 4-[l4C]. 
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Die Halfte d a w n  verseifte man (lurch vierstiindiges Erhitzen unter Ruckfluss in einer Losung 
von 3 ml Alkohol und 0,9 ml konz. Salzsaure. Nach Abdampfen dcs Losungsmittels im Wasscr- 
strahlvakuum arheitete man mit Chloroform auf. Das Rohprodukt wurde an Silicagel chromato- 
graphiert. ICleincre Mcngen von Verunreinigungen liessen sich init Petrolather und Benzol aus- 
waschen. Das a-Tocopheramin wurcle schliesslich mit Athcr eluiert und nach Abdampfen des Lo- 
sungsmittels im Kragenkolbchen im Hochvakuum tlestilliert : 400 mg (549', d. Th., bczogen auf 
Isophy-tol) eines Produktes rnit El% cm-  - 79,5 (300 nm, Feinsprit) uncl einer spez. Aktivitat von 
5,3 pCi/nig. Im L)iinnschichtchromatogramni (Silicagel ; Laufmittel Ather-I'etrolathcr 8 : 2 ;  Spriih- 
mittel Phospliorniolybd8nsaure oiler a ,  u'-l~ipyrit lyl-Fc~~~-chlorit l)  crwies es sich als frci yon ratlio- 
aktiven und nicht-radioaktivcn Verunreinigungen. 

d, I-N-Methvl-y-tocopherumin-3, 4-[14C]. 2,3-Uimethyl-4-formylamino-plienol wurtlc auf gleiche 
Weise, wie bei a-Tocopheraniin bcschriebcn, mit Isophytol-I, 2-[14C] zu N-Forniyl-y-tocopher- 
amin-3,4-[14C] umgesetzt. Die Halftc cles crhaltcncn Rohproduktes (690 mg) wurde iiber Nacht 
rnit 150 mg 1,ithiumaluminiuinhytlrid in 10 ml rcincm Tetrahytlrofuran unter Riickfluss gekocht, 
anschliessend wurde im Eisbatl gckiihlt untl mit Wasser zersetzt. Das Gemisch wurtlc init Chloro- 
form cxtrahiert und das rohe N-Methyl-y-tocoplieramin an Silicagel chromatographiscli vorgerei- 
nigt. Man destillierte irn Hochvakuum bci 200" Raclte~nperatur (0,001 Torr) und unterzog das 
Destillat einer Feinchromatographie an Silicagel, wobei alle Eluate diinnschichtchromatogra- 
phisch gepruft wurden. Die rcincn Fraktionen (248 mg) zeigten E;:!, = 77 (306 nm, Feinsprit), 
spez. Aktivitat 5,3pCi/mg 

2. Synihese der 14C-rrzarkLerten Toi:ophevole. - d, 1-u- Tocophevyl-3, 4-[14C]-acetut. SI eincm trok- 
lcenen 4-Hals-Sulfierkolbcn von 50 ml mit Riihrer, Riickflusskiihler, Tropftrichter uiid Gascinlei- 
tungsrohr legte man 350 mg Trimethylhytlrochinon und 55 mg wasserfreies Zinkchlorid in 5 ml 
hochsiedendem Petrolather vor. IJnter kraftigem Riihren leitetc man iiber konz. Schwefelsaure 
getrockneten Chlorwasserstoff ein, erwarmtc auf 85" untl licss innert 45 Min. 700 mg Isophptol- 
1,2-[14C1, gelost in 1 ml hochs. Petrolather, eintropfen. Xach Nachspiilen mit 1 ml Petrolather 
riihrte man noch 2 Std. bei 90" untcr standigem Einleiten von Chlor\vasserstoff. Dann ltuhlte man 
ab,  spulte das Gemisch mit Petrolather und 85-proz. Methanol in cincn Scheidetrichter, extrahierte 
cireimal mit 85-proz. Methanol, wusch die Petrolatherschicht zweinial mit Wasscr und dampfte ab. 
Es blieben 1010 mg Rohtocophcrol, die in 3 ml Acetanhytlrid 4 Std. auf 140" erwarmt wurden. .411e 
20 Min. wurden einige Tropfcn des Losungsmittels abtlestilliert zur Entfernung entstandcner Essig- 
siiure. Dann nahm man in Petrol%ther a u f ,  entfernte im Wasserstrahlvakuum bei 80" allc LBsungs- 
mittel und tlestillierte den Ruckstand im Hochvakuum (0,001 Torr) bei 200-210": 945 mg Toco- 
pheryl-3, 4-[14C]-acetat von 98"/0 Reinhcit (Diinnschichtchromatographic) mit einer spez. Aktivitat 
von 13,3puCi/mg; Ausbcutc 8 5 0 / ,  bezogen auf Ssophytol-1, 2-[14C]. 

tl, I-y-Tocopherol-3, 4-[14CJ. Zu 358 mg 2,3-DimcthvIhydrochinon in 2 ml 100-proz. .41ncisen- 
same wurden unter Riickfluss uncl Kiihren inncrt 1 Sttl. 700 mg Isophytol-1, 2-[I4C] getropft; man 
kochte noch 3 Std. unter Riickfluss, destillierte dann die Xmeisensaiurc im Wasserstrahlvakuum ab 
und verseifte den Ruckstand durch 2stdg. Erhitzen unter Riickfluss rnit 0,7 ml 50-prOZ. Schwcfel- 
saure und 3,.5 ml Methanol. Nach A1)kiihlcn und Verdiinnen mit Wasser extrahiertc man rnit 
Petrolather, wusch die I'ctrolathcrphase mit 80-proz. Methanol und Wasser, trocknete iiber Na- 
triumsulfat und dampfte das Losungsmittel ab. Dcr Ruckstand wurde an Aluminiumoxid dcr 
Aktivitatsstufe 1 I chromatographiert, wobei nach den rnit Petrolather untl Benzol eluierten Vcr- 
unreinigungen das reine y-Tocopherol mit Ather erschien. Man tlestillierte die Hauptfraktion im 
Hochvakuum bei ca. 200" Badtcrnperatur und erhielt 534 mg reines y-Tocophcrol-3, 4-[l4CC] mit 
eincr spez. Aktivitat von 4,5pCi/mg. 

3. Synthese yon  2 - [ ~ - ( 2 - M e t h ~ ~ l - 5 - o x o - 2 e l r a ~ ~ y ~ r o - ~ - f u v ~ ~ l ) - u t h ~ ~ ~ ] - 5 , 6 - d i m e t h ~ ~ l - p - b e n z o c h i n o n  ((( y- 
SIMON-Metabol i to) .  Zu einer siedeuden Losung von 50 g 2,3-L)iniethylhydrochinon (1) in 350 ml 
Ameisensaure wurden unter Riihren in eihcr Stickstoffatmosphare 50 g y-Vinyl-y-valerolacton ( 2 )  
innerhalb von einer Stunde getropft. Nach drei Stunden weiterem Erhitzcn wurde das Losungs- 
mittel im Vakuum abdcstilliert. Das rohe 2,7,8-Trimetliyl-2-(~-carl~oxyathyl)-6-formyloxycliroman 
(3a) wurdc mit 200 ml 50-proZ. Schwefelsaure und 600 ml Methanol zwei Std. zum Sieden erhitzt. 
Nach dem Abkiihlcn wurde mit Wasser vcrdiinnt und rnit Ather extrahiert. Der Atherextrakt 
wurde mchrmals rnit Wasser gewaschcn, mit Natriumsulfat getrocknet, filtricrt und im Vakuum 
eingedampft. Das erhaltene 2,7,8-Trimcthyl-2-(~-carboxyathyl)-6-hydroxycliroman (3b) (99 g) 
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wurde an 3 kg Iiicselgel (MERCK, 0,2-0,5 mm, zur Saulenchromatographie) chromatographiert . 
In Benzol aufgetragen, wurde mit Petrolather (Sdp. 4045")  rnit steigendem Atherzusatz eluiert. 
Die bis 40% Atherzusatz erhaltenen Eluate (9,l g) wurden vcrworfen. Anschliessend wurtle rnit 
Ather eluiert: 65,3 g. 

38 g dieses Eluates wurden in 2500 ml Methanol gelost und unter Riihren bei 0" niit ciner 
Losung von 35 g Cer(1V)-sulfat und 40 ml konz. Schwefelsaure in 1600 ml Wasser tropfenwcisc 

(4) 0 

versetzt. Eine halbe Stunde nach beendetem Zutropfcn wurden 600 g Ammoniumchlorid zugegc- 
ben. Es wurdc mit Ather extrahiert, der Atherextrakt mehrfach mit gesattigter Ammonium- 
chloridlosung gewaschen, getrocknet, filtriert und eingedampft. 

Den Riickstand (26,3 g) chromatographicrte man an 800 g Kieselgel. dther eluicrtc das 
2-[~-(2-Methyl-5-oxo-tetrahydro-2-furyl)-athyl]-5,6-dimethyl-p-benzochinon (4) (14,6 g) ,  das aus  
Athanol umkristallisiert wurde; gelbe Nadeln, Smp. 4748,5", Abs.-Max. bei 255 nm, E::,, = 735 
(in Feinsprit). 

4. Isolierz~ngsversuche. Es wurden mannlichc Ratten von ca. 150 g Iiorpergewicht verwendet. 
Die Tiere wurden vor der oralen Applikation der verschiedenen Substanzcn iiber Nacht niichtern 
gehalten. Fur die Verteilungsstudien in den vcrschiedenen Organen und fur die quantitative 
Bestimmung dcr Ausscheidung im Urin wurden je 2 mg/Tier verabreicht. Fur die Isolicrung untl 
Identifizierungder Metabolite aus dcr Leber untl dem Urin erhielten die Tiere 10-15 mg in ein- 
oder mehrmaliger Dosierung. 

Die einzclnen Dosen der verschiedenen Substanzen wurden den Tieren als Emulsion in 0,5 
bzw. 1 ml Tween 80/physiol. NaC1-Losung (5 % Tween-80-Endkonzentration) verabreicht. 

Die Radioaktivitat sowohl tler Frischorgane und des Urins als auch der isolierten Metabolite 
bzw. deren Uerivate wurde nach Verbrennung [3] und Messung im Tri-Carb-Scintillationszalilcr 
314 A bei einer Zahlausbeute vou 4374 fur 14C bestimmt. 

Fur die Ausschcidungsversuche wurden die Tiere drei bis vier Tage in Stoffwechselkafigcn 
gehalten und der Urin unter Trockcneiskiihlung gesammelt. 

Die Metabolite wurdcn mittels Isotopen -Verdiinnungsmethode isoliert. Die (I SIMON-Metabo- 
lite I) wurden bis zur konstanten spezifischen Aktivitat umkristallisiert. Beim Versuch, cventuell 
intermediar gebildetes a-Tocopherol nachzuweisen, wurde nach Zusatz von Trager das p-Phenyl- 
azobenzoat dargcstellt. Das a-Tocopherolchinon wurde nach katalytischer Hydrierung untl an- 
schliessentler Cyclisierung zum Tocopherol ebenfalls als p-Phenylazobenzoat, das a-Tocopheramin 
in Form seines p-Nitrobenzamids als kristallines Derivat nachgewiesen. 

I a) Versuch zur Isolierung von a-Tocopherol aus der Leber nach Verabreichung von [14C]-d, l-a- 
locopheramin. Zwei Ra'tten erhielten an fiinf aufeinanderfolgenden Tagen je 3 mg ["Cl-d, La- 
Tocopheramin (spez. Aktivitat: 5,3 pCi/mg). 

Sechs Std. nach der letztcn Gabe wurden die Tiere durch Dccapitieren getotet. Nach Zusatz 
von 1 g d,  1-a-Tocopherylacetat wurden die frisch entnommenen Lebern mit der doppelten Menge 
methanolischer 30-prOZ. Kalilauge und einem Uberschuss an Pyrogallol unter N, unter Riickfluss 
wahrcnd 30 Min. verseift. Das Unverseifbare wurde rnit Ather extrahicrt und ergab einen Riick- 
stand von 960 mg, der 4,1% der verabreichten Radioaktivitat enthielt. 

145 
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Chromatographie des Unverseifbaren an 30 g Alox I +  7% H,O: Mit den Losungsmittelgemi- 
schen Petrolather/Athcr 95/5 und 90/10 wurden 485 mg diinnschichtchromatographisch ziemlich 
reines Tocopherol erhalten. 

Veresterung mil p-Phenylazobenzoylchlorid: Die gereinigten Tocopherol-Fraktionen wurden in 
abs. Benzol gelost und rnit 0,8 g 9-Phenylazobenzoylchlorid, ebenfalls in abs. Benzol gelost, und 
4 ml abs. Pyridin versetzt. Das Gemisch wurde iiber Nacht bei Zimmertemperatur stehengelassen 
und anschliessend noch 11/, Std. untcr Ruckfluss gekocht. Nach Abkuhlen wurden Petrolather/ 
Ather und Wasser zugegeben und die festen Teile abgenutscht. Das Filtrat wurde rnit 5-prOZ. 
NaHCO,, 0 , 3 ~  HCl und dann rnit Wasser neutral gewaschen und uber Na,SO, getrocknet. Nach 
Abdampfen des Losungsmittels verblieben 804 mg dunkelrotes 0 1 .  Durch Chromatographie an 25 g 
41ox I + 7% H,O und Elution rnit PetrolatherlAther liessen sich 265 mg dunnschichtchromato- 
graphisch einheitlicher Ester gewinnen, der viermal aus Benzol/Athanol erst bei 4", dann bei 
- 20" bis zum konstanten Schmelzpunkt von 70-71' umkristallisiert wurde. Alle vier Kristallisate 
waren inaktiv. 

I b) Versuch zur  Isolierung von a- Tocopherol am Leber w'nd Niere von Vitanzin-E-Mangel-Ratten 
nach Verabreichung von [14C]-d, 1-a-Tocopheramin. Der Versuch I a  wurde mit zwei Ratten wieder- 
holt, die seit vier Monaten auf Vitamin-E-freier Diat gehalten worden waren, in der Annahme, dass 
moglicherweise die Bildung von a-Tocopherol aus a-Tocopheramin durch Mange1 induziert wiirde. 

Die Tiere erhielten per 0s an drei aufeinanderfolgenden Tagen je 5 mg [14C]-d. I-a-Tocopheramin 
und wurden 4 Std. nach der letzten Gabe getotet. Die Lebern und Nieren wurden entnommen und 
je rnit 1 g d, 1-a-Tocopherylacetat versetzt. Verseifung und Extraktion erfolgten analog Versuch Ia .  

Im Leber-Unverseifharen wurden 17,l yo, im Nieren-Unverseifbaren 0,lS% der vcrabreichten 
Radioaktivitat gefunden. 

Reinigung des Tocopherols durch Chromatographie und anschliessende Veresterung erfolgten 
auf gleiche Weise wie in Versuch Ia .  Sowohl die Kristallisate aus der Leber als auch die aus der 
Niere waren inaktiv. 

I1 a) Isolierung von a- Tocopherolchinon aus der Leber nach Verabreichung von [14C]-d, 1-a- Toco- 
pheramin. Zwei Ratten wurden zweimal im Abstand von 2 Std. je 5 mg [14C]-d,l-a-Tocopheramin 
verabreicht. 

Vier Std. nach der zweiten Gabe wurden die Tiere getotet und ihre Lebern entnommen. 
Extraklion des a-Tocopherolchinons: Da a-Tocopherolchinon in alkalischem Milieu zerstort wird, 

konnte das Fett nicht verseift werden. 
Die beiden Lebern wurden nach Zusatz von 1 g a-Tocopherolchinon mit der vierfachen Menge 

Na,SO, im Morser verrieben. Das Pulver wurde rnit 150 ml Ather uber Nacht unter Stickstoff 
stehengelassen. Nach Abnutschen des Filtrats wurde nochmals rnit 100 ml Ather versetzt, eine Std. 
stehengelassen und wieder abgenutscht. Die vereinigten Filtrate ergaben 1,58 g Riickstand, der 
9% der verabreichten Radioaktivitat enthielt. 

Chromatographie des Fettextraktes: 1,58 g Extrakt wurden an 45 g Alox I +  7% H,O chromato- 
graphiert. Es wurden rnit den Losungsmittelgemischen PetrolatherlAther 98/2, 95/5 und 80/20 je 
zwei Fraktionen zu je 100 ml entwickelt, deren Aktivitaten bestimmt wurden. Eine erste Radio- 
aktivitatsspitze wurde rnit 98/2 eluiert (ca. die Halfte der Gesamtaktivitat), die dem unveranderten 
a-Tocopheramin zukommt (vgl. Versuch IV). Mit 80/20 wurde das a-Tocopherolchinon eluiert, wobei 
die Aktivitatskurve parallel zur Gewichtskurve verlief. Die diinnschichtchromatographisch rein- 
sten Fraktionen ergaben einen Riickstand von 860 mg. 

Katalytische Reduktion und Cyclisierung des Hydrochinons ; Die gereinigten a-Tocopherolchinon- 
Fraktionen wurden in 150 ml Petrolather, Sdp. 60-90°, gelost und rnit 5 g Pd/BaSO, (nicht vor- 
hydriert) reduziert. Die H,-Aufnahme war nach ca. 15 Min. beendet. Der Katalysator wurde rnit 
Hyflo Supercel abgenutscht und rnit Methylenchlorid nachgewaschen. Das Filtrat wurde rnit 3 ml 
BF,-Atherat versetzt und 1 Std. unteriRiickfluss bei 90" gekocht. Dann wurde neutral gewaschen, 
uber Na,S04 getrocknet und eingeclampft. Der Ruckstand von rohem Tocopherol (830 mg) wurde 
an 24 g Alox I + 7% H,O chromatographiert. Mit PetrolatherlAther 98/2 und 95/5 wurden 595 mg 
diinnschichtchromatographisch ziemlich reines Tocopherol eluiert, dessen spezifische Aktivitat 
gemessen wurde. Umgerechnet auf die 1000 mg aIs Trager zugesetztes Chinon wiirde die dem 
a-Tocopherolchinon zukommende Aktivitat ca. 25% der Gesamtaktivitat im Leberextrakt aus- 
machen. 
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Die Veresterung mzt p-PhenylazobenzoylchZorid erfolgte analog Versuch I a. Die vier erhaltenen 
Kristallisate hatten einen konstanten Smp. und eine konstante spezifischc Aktivitat, (lie tler 
molaren spezifischen Aktivitat des oben genannten Tocopherols entsprach. 

11 b) Kontrollversuch: Zusatz von [l4C].d, 1-a- Tocopheramin 274 Rattenleber tmd anschliessende Iso- 
lierung von a-Tocopherolchinon. Urn zu untersuchen, ob es sich bei dem in Versuch I1 a gebildetcn 
a-Tocopherolchinon nicht um ein Autoxydationsprodukt handelt, wurden 2 mg d, 2-a-Tocopher- 
amin (spez. Aktivitat ca. 0.4 yCi/mg) und 1 g inaktives a-Tocopherolchinon einer frisch entnom- 
menen Leber zugesetzt. Extraktion, Chromatographie cles Chinons, Reduktion und Cyclisierung 
des Hydrochinons sowie Veresterung erfolgten wie in Versuch Ira. 

Die vier Kristallisate zeigten bei konstantem Smp. eine konstante spezifische Aktivitat, die 
jedoch sechsmal tiefer lag als diejenige aus dem in-vivo-Versuch IIa, so dass es sich bei Clem a-Toco- 
pherolchinon in Versuch IIa sicher um ein Intermediarprodukt des Tocopheramins handelt. 

111) Isolierung von y- Tocopherolchinon nach t'erabreichung von [14C]-d, l-N-Meth.vl-?i-iocopher- 
amin. Zwei Ratten wurden im Abstand von 2 Std. je 5 mg [14C]-d,l-N-Methyl-~i-tocoplieramin 
(spez. Aktivitat 5,3 yCi/mg) verabreicht. Die Tiere wurdcn 4 Std. nach der zweiten Gabe getotet. 
Den frisch entnommenen Lebern wurde 1 g y-Tocopherolchinon als Trager zugesetzt uncl analog 
Versuch I1 a nach Reduktion und Cyclisierung das p-Phenylazobenzoat des y-Tocopherols als kri- 
stallines Derivat dargestellt. 

Die vier Kristallisate zeigten bei konstantem Smp. eine konstante spezifische Aktivitat, die 
jedoch tiefer lag als nach Verabreichung von d, I-a-Tocopheramin. 

IV) Isolierung v o n  a- Tocopheramin aus Rattenleber nach Verabreichung desselben. Die aus Ver- 
such I a stamrnenden a-Tocopheramin-Fraktionen nach Chromatographie an  Alox I + 7 "/o H,O, 
die 80% der Gesamtaktivitat irn Leber-Unverseifbaren enthielten, wurden nach Zusatz von 490 mg 
d,  1-a-Tocopheramin als Trager an 20 g Silicagel chromatographiert (Elution rnit Petrolather/Ather 
90/10 und Ather). Die Ather-Fraktionen ergaben einen Riickstand von 320 mg, der diinnschicht- 
chrornatographisch als reines a-Tocopheramin identifiziert wurde. 

DarsteZlung des p-Nitrobenzamids: Eine Losung von 320 mg d, 1-a-Tocopheramin in abs. Benzol 
wurde rnit 350 mg p-Nitrobenzoylchlorid versetzt, 20 Min. untcr Riickfluss gekocht, nach Ab- 
kiihlen rnit je 5 nil 2-proz. Na,CO,, 2-proz. HCI und Wasser gewaschen und iiber Na,SO, filtriert. 
Das Filtrat wurde an 15 g Alox I +  7% H,O chromatographiert und mit Benzol eluiert. Eine zitro- 
nengelbe, das Amid enthaltencle Rande ergab einen Riickstand von 267 mg, tler aus Athanol bei 4" 
viermal umkristallisiert wurdc. 

Die Kristallisate zeigten bei einem konstanten Smp. von 146-150" eine konstantc spezifische 
-4ktivitat. 

V) Isolierung von 2-[~- (2-Methy l -5-oxo- te t rah~dro-2_f i t ry l ) -u th~~Z]-3 ,5 ,6- t r imethy l -be~r~oc~~i~~o~~ 
(ra-SIMoN-MetaboZit,,). Zwei Ratten wurden je 10 mg [14C]-d, 1-a-Tocopheramin verabreicht. Der 
[Jrin wurde drei Tage bei Trockeneiskiihlung gesammelt, (lurch Decalite Speedex filtriert und auf 
5 0  rnl konzentriert. 

Spaltung des Konjugates wid Extraktion: 50 ml Urin-Konzentrat wurden nach Zusatz von 20 mg 
a-SIMoN-Metabolit [4] als Trager mit 50 ml 6~ HCl unter Riickfluss 11/, Std. unter N, gekocht. 
Nach Abkiihlen wurde viermal mit Essigester ausgeschuttelt. Die vereinigten Essigester-Extraktc 
wurden neutral gcwaschcn, iiber Na,S04 getrocknet und eingedampft: 144 mg. Rund 8076 tler aus- 
geschieclenen Radioaktivitat lag nun im Essigester-Extrakt vor. 

Praparative Abtrennung des CL-SIMON-~etUboliten auf Diinnschichtplatten: Der Essigestcr- 
extrakt-Riickstand wurde quantitativ auf 6-7 Silicagel-Platten mit 2% Leuchtstoff ZS Super in 
Clem Losungsmittelgemisch Cyclohexan/Ather/Athanol 16/4/3 aufgetrennt, der SIMON-Metabolit- 
Streifen unter der kurzwelligen UV.-Larnpe bezeichnet, abgekratzt und rnit Athanol eluiert. Die 
Hauptaktivitat lag'in diesem Streifen vor. Anhand des UV.-Spektrums wurde der Gehalt an 
SIMON-Metabolit bestimmt. Es zeigte sich, dass durch die hydrolytische Spaltung rund 5076 des 
als Trager zugesetzten Metaboliten zerstort werden. Parallel zu dem Verlust an Trager gcht ein 
Verlust an Radioaktivitat. Es wurden nochmals ca. 120 mg Trager zugesetzt und viermal aus 
80-proz. Athanol umkristallisiert. 

Die Kristallisate zeigten einen konstanten Smp. von 65,5-67" und eine konstant bleibende 
spezifische Aktivitat. 
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VX) Versuch zur Isolierung des c c - S l ~ o N - l ~ e t a b o l i t e ~ ~  nach Verubreichung won ['4C]-cl, 1-N-Meth.vl- 
y-tocopherawiin. Zwei Ratten wurdcn je 10 mg ['*C]-d, I-N-Methyl-y-tocopheramin (spez. Aktivitat 
5,3pCi/mg) verabreicht. Dcr Urin wurde drei Tage gesammelt uncl analog Versuch V aufgearbcitet. 
Alle vier I<ristallisate waren inaktiv. 

VII )  Isolierung des y- SIMON-Metubaliten nach Verabreichung V O A  [14C]-cl, I-N-nleth?,l-y-tocopher- 
amin. Zwei Ratten wurden j e  10 mg [ W - d ,  I-N-Mcthyl-y-tocophcramin vcrabreicht. Der IJrin 
wurde drei Tage gesammelt, filtriert und auf 50 ml konzentriert. Zur  hydrolytischen Spaltung des 
Glucuronids wurden diesma150 ml nur 3 N HCl zugesetzt, da sich der y-SmoN-Metabolit in starker 
saurem Milieu zersetzt. Die Hydrolysc wurcle bei 75-80" clurchgefuhrt. Die Extraktion und weitere 
Aufarbeitung erfolgten analog Versuch 11. Der gereinigte y -SIMoN-Metabolit wurdc vicrmal aus  
SO-proz. Athanol hei - 20" kristallisiert. 

Die vicr Kristallisate zeigten bei cinem konstanten Smp. von 48-50" eine konstante spezifische 
Aktivitat 

V I I I )  Isoherurig des y-SIMoN-ib~etabo~iten [5] nuch Verabreichung von [l4C]-d, 1-y- Tocopherol. 
Zwei Ratten wurden jc 10 mg ['4C]-d, I-y-Tocopherol (spez. Aktivitat 4,5 pCi/mg) vcrabreicht. Dcr 
y-SIMON-Metabolit wurde aus  dem Drei-Tage-Urin analog Versuch VII isoliert. Die vier Kristalli- 
sate zeigten ebenfalls eine konstante spezifische Aktivitat. 

Ergebnisse 

1) Resorption und Reteiztion. a-Tocopherol wird unvollstandig resorbiert. Verschie- 
denheit der Resorption zwischen den Tocopheraminen konnte zumindest teilweise 
fur die unterschiedliche biologische Wirksamkeit verantwortlich sein. Fur die Beur- 
teilung der Resorption des a-Tocopherols und seiner Derivate schien es im Hinblick 
auf die verhaltnismassig langsame Resorption und die selektive Anreicherung in 
einzelnen Organen zweckmassig, den Gesamtgehalt im Korper zu ermitteln, anstatt 
ihre Konzentration im Blut zu verfolgen. Zu diesem Zweck wurden radioaktiv mar- 
kierte Substanzen verabreicht und die Aktivitaten der wichtigsten Organe und 
Gewebe, mit Ausnahme derjenigen des Magendarmtraktes, summiert. 

In Tabelle I sind die Ergebnisse uber die Resorption und Retention von d,l-u- 
Tocopherylacetat, d ,  I-a-Tocopheramin, d, I-y-Tocopherol und d, I-N-Methyl-y-toco- 
pheramin zusammengestellt ; Tabelle I1 enthalt die Ausscheidungswerte bis zu 72 
Stunden. 

Die maximalen Resorptionswerte liegen bei ca. 10% der verabreichten Dosis. Der 
etwas tiefere Wert von 8,1% fur das y-Tocopherol mag dadurch bedingt sein, dass 

Tabelle I. Kesarptiovi und Ketentiotz nach order Verubreichung van j e  2 m g  d, 1-cc- Tocopherylacetat, 
(1, 1-ct- Tocopheramin, d, 1-Ai-Methyl-y-tocopherumin u n d  d,l-y- Tocopherol (yo der verabreichten Dosis, 

gefunden im Korper). Durchschnittswerte von je zwei Tieren 

Zeit d,  I-N-Toco- d,  I-u-Toco- d,  I-N-Methyl- d ,  1-y-Toco- 
pherylacetat pheramin y-tocopheramin pherol 
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Tabelle 11. Azrsscheidung im H a r n  uon Katten nach oralev I'erabreichung u o ~ i  j e  2 nzg d,  1-u- Tocopherol, 
d, 1-a- Tocopheramin,  t l , l -N-i l lc th~~l-y- tocop?iera~in und d,l-y- Tocopherol I I I  "/o deroerahreichfeii I ~ O S I  < 

Durchschnittswerte von j c  zwci Ticren 

Std. d ,  I-a-Toco- d,  I-a-Toco- d,  I-N-Methyl- ti, I - y l o c o -  
pherol pheramin y-tocopheramin plicrol 

0-24 4,6S 2 2  2,4 10,s 
2 4 4 8  2,32 6,O 1,6 A,.? 
48-72 0,43 0 2  O,3 0,3 
Total 7,4 %4 4.3 15,0 

Resorption und Ausscheidung sich moglicherweise uberschneiden, da das d ,  /-y 
Tocopherol erheblich schneller ausgeschieden wird als die iibrigen (Tabelle 11). 

Die Zweistundenwerte der resorbierten Mengen (Tabelle I) zeigen, dass die 
Tocopheramine etwas schneller resorbiert werden als die Tocopherole. 

Rei der Messung der Retention uber langere Zeitperioden fallt auf, dass sie bei 
d,I-y-Tocopherol viel kurzer ist als bei den drei ubrigen. Minimalwerte von ca. 1% 
der verabreichten Dosis, entsprechend einer Durchschnittskonzentration von 0,l- 
0,2 ppm in den Geweben, scheinen uber sehr lange Zeit, d. h. iiber mehrere Wochen, 
bei allen vier Substanzen erhalten zu bleiben. Solche Minimalwerte sind beim d,I-y- 
Tocopherol schon nach ca. 24 Std. erreicht, wahrend dies bei den ubrigen erst nach 
mehreren Tagen der Fall ist. d, I-y-Tocopherol ist biologisch ca. funfmal weniger aktiv 
als d, 2-a-Tocopherol, d, I-a-Tocopheramin und d, I-N-Methyl-y-tocopheramin. Die 
mitgeteilten Ergebnisse zeigen, dass dieser Unterschied nicht durch verschiedene 
Resorption, wohl aber durch verminderte Retention des d, I-y-Tocopherols in den 
Geweben bedingt sein kann. 

2. Vertei lmg.  In fruheren Untersuchungen hat sich ergeben, dass sich a-Tocopherol 
hinsichtlich Verteilung in den verschiedenen Organen ungewohnlich verhalt. Auf eine 
anfangliche Anreicherung in der Leber, deren Maximum nach wenigen Stunden 
erreicht ist, folgt ein spaterer Anstieg in anderen Organen, wobei die Nebennieren so 
bevorzugt werden, dass die Konzentration Werte erreicht, die ca. hundertmal hoher 
liegen als jene anderer Organe, wie Muskel, Herz und Hirn. Im Hinblick auf die unter- 
schiedliche biologische Aktivitat haben wir die Verteilung von d,  I-a-Tocopheramin, 
d ,  I-N-Methyl-y-tocopheramin und d, +Tocopherol mit jener von d, I-a-Tocopherol 
verglichen (Tab. 111). Die Ergebnisse zeigen, dass d,  I-a-Tocopheramin und d ,  1-N- 
Methyl-y-tocopheramin sich grundsatzlich gleich verhalten wie d, I-a-Tocopherol. Die 
beobachteten Abweichungen konnen im Hinblick auf die Grosse der biologischen 
Schwankungen nicht als signifikant betrachtet werden. Eindeutige Unterschiede 
ergaben sich jedoch zum d, I-y-Tocopherol. Wohl besteht insofern eine Ubereinstim- 
mung, als zuerst der Gehalt in der Leber ansteigt, gefolgt von einer gewissen Anrei- 
cherung in anderen Organen. Mit Ausnahme der Leber bleiben aber die Werte erheb- 
lich tiefer und fallen viel schneller ab. 

3. Stoffiechsel. Im Zusammenhang mit der Beobachtung der erheblichen Vitamin- 
E-Wirksamkeit des d, I-a-Tocopheramins bzw. des N-Methyl-y-tocopheramins schien 
es von Interesse, den Stoffwechsel dieser Verbindungen zu untersuchen. Vorerst war 
zu klaren, ob die biologische Aktivitat auf intermediare Umwandlung in a-Tocopherol 
zuruckgefuhrt werden kann. Im Falle des a-Tocopheramins ware ein Ersatz der 
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Tabelle 111. Verteilung in uerschiedenen Organen nach oralev Verabreichung von j e  2 mg d ,  l-a-?’oco- 
pherylacetat, d, I-ci-Tocopheramin, d ,  1-N-Methyl-y-tocopheramin und d, 1-y- Tocopherol 

(,ug/g Organ-Frischgewicht) 

Verbindung Organ 2 Std. 4 Std. 8 Std. 24 Sttl. 4 Tage 8 Tage 

d, I-cc-Tocopherol Leber 8.9 
Hcrz 0,7 
Muskel 0.22 
Hirn 0 2  
Ncbennieren 3,2 

d,  I-ci-Tocopheramin Leber 23, l  
Herz 1.2 
Musltel 0,08 
Hirn 0,07 
Ncbennieren 4 , l  

17,2 
1,1 
0,‘s 
0,‘ 

12,5 

10,2 
1,2 
0.3 
0,‘ 

21,s 

26,6 
1,5 
0,4 
0 , 2  

37,o 

d ,  +Tocopherol Leber 12,3 25,8 11,9 1 2  0,4 0.1 
Herz 1,4 2,7 1,5 0,9 0 5  0,3 
Muskel 0 2  0.3 a 3  0,2 0.2 0.1 
Hirn 0,1 0,1 0.2 0,1 0,l 0,05 
Ncbennieren 3,8 10.2 18,9 11,6 1 s  0,5 

Amino- durch eine Hydrosylgruppe, im Falle des N-Methyl-y-tocopheramins vor- 
gangig eine Transferierung der N-Methyl-Gruppe in die 5-Stellung, notig gewesen. 
Mit Hilfe der Isotopenverdunnungsmethode durch Verwendung von [14C]-d, La- 
Tocopheramin konnte gezeigt werden, dass weder d ,  I-a-Tocopheramin noch N- 
Methyl-y-tocopheramin in Tocopherol umgewandelt werden. Die verwendete Methode 
hatte es erlaubt, neu gebildetes a-Tocopherol nachzuweisen, auch wenn erheblich 
weniger als 1 yo der verabreichten Menge der Tocopheramine umgewandelt worden 
ware. 

Aus fruheren Untersuchungen ist bekannt, dass a-Tocopherol im Stoffwechsel zum 
Tocopherolchinon und nach oxydativer Verkurzung der Seitenkette um 13 C-Atome 
zum sogenannten SIMoN-Metabohten abgebaut werden kann, der als Konjugat, ver- 
mutlich als Glucuronid, im Harn ausgeschieden wird 161. Nach Verabreichung von 
l4C-markiertern d,Z-a-Tocopheramin und d ,  I-N-Methyl-y-tocopheramin und durch 
Verwendung der entsprechenden synthetisch hergestellten Tocopherolchinone und 
SIMON-Metabolite als Trager konnte mit der Isotopenverdunnungsmethode gezeigt 
werden, dass diese als Metabolite gebildet werden. Es ist somit die in folgendem 
Schema dargestellte Reaktionsfolge im Gtoffwechsel anzunehmen. 

Diskussion. - Die gegenwartigen Kenntnisse uber den Mechanismus der biologi- 
schen Wirkung des a-Tocopherols auf molekularer Ebene lassen noch viele Fragen 
offen. Mit einiger Sicherheit scheint festzustehen, dass die antiosydative Wirkung 
zumindest fur einen Teil seiner biologischen Aktivitat verantwortlich ist. Weitgehend 
ungeklart erscheint jedoch die ausgepragte Selektivitat der a-Tocopherolwirkung, 
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insofern als Antioxydantien von anderer chemischer Struktur, wenn iiberhaupt, vie1 
geringer wirksam sind. Mit den Tocopheraminen wurde zum erstenmal eine Verbin- 
dungsklasse gefunden, die eine gleiche, z. T. sogar hohere Vitamin-E-Wirksamkeit 
besitzt als die a-Tocopherole [l]. 

d, I-a-Tocopheramin und d, I-N-Methyl-y-tocopheramin werden im Stoffwechsel 
nicht in a-Tocopherol umgewandelt. Es muss deshalb angenommen werden, dass 
ihnen als solche Vitamin-E-Wirkung zukommt. Die Endprodukte ihres Stoffwechsels 
sind jedoch identisch mit jenen der entsprechenden Tocopherole. 

In friiheren Untersuchungen [7] war aufgefallen, dass sich a-Tocopherol im Gegen- 
satz zum 6-Athoxy-2,2,4-trimethyl-l, 2-dihydrochinolin (EMQ), einem unnatiirlichen 
Antioxydans mit einer gewissen Vitamin-E-Wirksamkeit , in verschiedenen Organen 
anreichert und uber lange Zeit retiniert wird. Der Vergleich des biologisch weniger 
wirksamen d,  1-y-Tocopherols mit den hoch wirksamen d,  1-a-Tocopherol, d ,  I-u-Toco- 
pheramin und d,  1-N-Methyl-y-tocopheramin zeigt Unterschiede der Retention in dem 
erwarteten Sinne : Das d,l-y-Tocopherol wird schlechter retiniert und rascher elimi- 
niert als die ubrigen. Das Verteilungsmuster ist ahnlich wie jenes des d,l-a-Tocophe- 
rols; so konnte z. B. auch die selektive Anreicherung in den Nebennieren nachgewie- 
sen werden. Die Werte liegen jedoch erheblich niedriger. d,  +Tocopherol hat quali- 
tativ die gleiche Vitamin-E-Wirksamkeit wie d, I-a-Tocopherol, sie ist nur quantitativ 
erheblich geringer. Unnatiirliche Antioxydantien, wie z. €3. EMQ, hingegen sind auch 
qualitativ verschieden wirksam. Es besteht somit insofern eine Korrelation zwischen 
biologischer Wirksamkeit und Verteilung, als das Verteilungsmuster von EMQ quali- 
tativ verschieden ist von jenem der Tocopherole [7] .  

SUMMARY 

1. d, I-a-Tocopheramine and d,  I-N-methyl-y-tocopheramine, which exhibit high 
vitamin E activity, present similar absorption and retention in the body and similar 
distribution in the various organs. d, @Tocopherol with much less biological activity 
is absorbed to  the same extent but eliminated in much shorter time, so that its con- 
centration in the organs decreases much more rapidly. 

2. The vitamin E activity of d,  I-a-tocopheramine and d, E-N-methyl-y-tocopher- 
amine cannot be ascribed to  a transformation into a-tocopherol. 

3.  d, I-a-Tocopheramine and d, 1-N-methyl-y-tocopheramine are degraded to the 
same metabolic end products as the corresponding tocopherols. 
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