2568 HEerveTica Cuimica Acta — Vol. 54, Fasc. 8 (1971) — Nr. 275-276

pas toutes été effectuées dans des conditions expérimentales identiques, cette diffé-
rence peut étre attribuée a la correction apportée & la concentration du ligand en
solution par l'évaluation de [NH,],, puisque la diminution de [NH,] produit une
augmentation des valeurs des constantes de formation pour une solubilité donnée.

d) Hydroxo-ammine-complexe. Bien que l'existence des complexes mixtes avec
NH; n’ait pas été proposée jusqu’'a maintenant, nous avons identifié 1'espéce
Cd(OH),NH; et déterminé sa constante de stabilité.
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276. Oxydative Demethylierung durch Leberhomogenat von Ratten
nach Vitamin E-Mangel und nach Tocopherolgaben

von K. Bernhard, R. Markstein und W. Zimmerli
Physiologisch-chemisches Institut der Universitat Basel

(14. X. 71)

Zusammenfassung. Das sauerstoffabhangige demethylierende Enzymsystem aus Leberhomo-
genat oder Lebermikrosomenpriaparaten wird durch a-Tocopherol nicht beeinflusst. Eine dcut-
liche, aber langsamer verlaufende Enzyminduktion nach Angewéhnung mit dem Substrat
(N-Mecthyl-glutethimid) ist indessen auch in durch Vitamin E-Mangel geschidigten Zellen nach-
weisbar.

Methylierungen und Demethylierungen mit Adenosyl-Methionin als Donator sind
gelaufige Stoffwechselreaktionen. Die Methylgruppe kann aber auch als Formaldehyd
abgespalten werden. Dabei sind die Substrate vornehmlich kérperfremde Substanzen
wie Pharmaka oder pflanzliche Inhaltsstoffe. Dieser Reaktionsmechanismus ist nicht
genau bekannt, bendtigt indessen Sauerstoif, NADPH und NADH. Die Reaktion
wird in der Zelle irn endoplasmatischen Refdculum katalysiert und kann durch Bestim-
mung und Aktivititsmessungen des aus der MC-signierten Methylgruppe entstehen-
den Formaldehyds quantitativ verfolgt werden [1].
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Wir haben frither am Substrat N-Methyl-glutethimid (N-Methyl-a-phenyl-a-
dthyl-glutarimid = Methyl-Doriden oder MeD) eine solche Demethylierung unter-

Tabelle 1. Demethylievung von MeD duvch Lebeymikvosomen «angewdhntery Tieve und Kontrollen

Tiere erhaltener Formaldehyd

Aktivitdt c/min Menge

Y pmol

A B A B A B
1 8275 2100 7,8 2,0 0,26 0,066
2 7355 2350 7,0 2,2 0,23 0,073
3 6030 2640 5,7 2,5 0,19 0,084
4 9645 2150 9,1 2,0 0,30 0,068
5 7070 2440 6,7 2,4 0,22 0,08
6 4940 1900 4,7 1,8 0,16 0,06
X 7219 2263 6,8 2,15 0,227 0,072
s 1508 242 1,45 0,28 0,045 0,008

A = angewdhnte Tiere (10 mg MeD/100 g Korpergewicht und Tag) wihrend 3 Wochen
B = Kontrollen

sucht und an diesem Beispiel auch einen Beitrag zur Deutung der Angewdhnung des
Organismus an Pharmaka erbracht [2]. Mikrosomenpriparate aus der Leber von
Ratten und Meerschweinchen, denen lingere Zeit kleine Dosen von MeD verabreicht
wurden, demethylieren infolge eintretender Enzyminduktionen diese Verbindung in
stirkerem Ausmasse. Solche Versuche wurden unter verbesserten experimentellen
Bedingungen wiederholt. Bei Ratten, welche mit einer normalen Diit wihrend
einigen Wochen téglich MeD erhielten, wurde im Vergleich zu den Kontrollen eine
um das drei- bis vierfach gesteigerte Demethylierungsrate festgestellt (s. Tab.1;
$ < 0,001).

Wir priiften im folgenden, ob dieses sauerstoffabhingige Enzymsystem durch
Vitamin E beeinflusst werde. Tocopherole sind biologische Antioxydantien. Sie
konnten daher die Konzentration der Sauerstoffmolekeln in der Umgebung lipid-
haltiger Enzymsysteme erniedrigen. Bei Vitamin-E-Mangel miisste demnach eine

Tabelle 2. Demethylierung von MeD duvch Lebevmikvosomen von E-Mangel- und E-evhaltenden

Ratten
Erhaltener Formaldehyd
E-Mangel-Diit E-Zugaben3)
Tier Nr. 1 2 3 4 5 6
umol 0,021 0,016 0,030 0,020 0,021 0,358
Aktiv. c/min 4850 3649 6823 4665 4853 8286
spez. AktivP) 0,206 0,171 0,223 0,222 0,209 0,270

5 3 Woch b pmol Formaldehyd 10-3
) g pro Woche ) mg Protein x
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Steigerung der oxydativen Demethylierung zu erwarten sein. Die Tiere erhielten ein
Vitamin-E-freies Futter, das bei den Kontrollen durch Zugabe von 3 mg a-Tocopherol
pro Woche und Tier erginzt wurde. Aus Tab.2 geht jedoch hervor, dass E-Gaben

Tabelle 3. Demethyliervung von MeD duvch Lebevmikvosomen «angewidhntery E-Mangel- und E-ev-
haltender Ratten

Gruppe I I1 ITI

crhaltener Formaldcehyd

Tier Nr. p pmol ¥ wumol ¥ umol
1 31 0,103 5.4 0,180 8,7 0,289
2 3,6 0,120 8,3 0,275 8,8 0,292
3 3,2 0,107 5,5 0,185 10,7 0,355
4 3,8 0,126 6.3 0,209 7,1 0,236
5 1,9 0,063 4,1 0,137 7,3 0,242
6 7,0 0,230 4,5 0,151 6,8 0,225
7 1.4 0,047 2,9 0,097 - -

X 3,43 0,114 5,29 0,176 8,23 0,273
s 1,67 0,054 1,60 0,053 1,34 0,045

Gruppe I: E-Mangel-Diat 4-Vitamin E (3 mg pro Woche)

Gruppe I1: E-Mangel-Didt und Angewohnung an Methyl-Doriden

Gruppe III: E-Mangel-Diat - Vitamin E und Angewdhnung an Methyl-Doriden (10 mg McD
pro 100 g Kérpergewicht und Tag wahrend 5 Wochen)

ohne wesentlichen Einfluss bleiben, die Demethylierung verliuft bei den Mangel-
tieren eher schlechter. Die Enzyminduktion durch Angewéhnung setzt aber auch bei
Vitamin-E-Mangel ein (Tab.3). Die Ratten der Gruppe III, deren E-Mangel-Didt
durch Zugabe von a-Tocopherol vervollstindigt und die wahrend 38 Tagen an MeD
angewdhnt wurden, wiesen Lebermikrosomen auf, die signifikant besser demethylier-
ten als Priparate von Ratten, welch letztere nicht angew6hnt wurden (Gruppe I).
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Ein signifikanter Unterschied ergibt sich auch zwischen Gruppe II und III. Aus der
Leber angewshnter Vitamin E-Mangeltiere erhielten wir Priparate mit geringerem
Demethylierungsvermégen als von angewthnten Ratten, die Vitamin-E-Zugaben
erhalten hatten.

Um diese Enzyminduktion in ihrem zeitlichen Verlauf verfolgen zu kénnen, wur-
den die Tiere in Intervallen nach Beginn der MeD-Verabreichung getétet. Das deme-
thylierende System des Leberhomogenates zeigte dabei anfanglich eine verminderte
Wirksamkeit, letztere nahm aber stetig zu, wobei das Maximum bei diesen Versuchen
noch nicht erreicht war (s. Fig.). Eine Abhangigkeit von der Vitamin-E-Dosis (3
bzw. 6 mg pro Woche und Tier) konnte nicht festgestellt werden.

Die Induktion des sauerstoffabhingigen Enzymsystems erfolgt auch durch
E-Mangel, ist aber bei mit a-Tocopherol versorgten Tieren ausgeprigter. Ein direkter
Einfluss dieses lipophilen Vitamins auf die Demethylierung ist nicht nachweisbar, in
der durch E-Mangel geschidigten Zelle wird das Enzymsystem indessen vermindert
gebildet.

Experimentelles!). - Die Versuchstiere, mit Altromin-R erndhrte ménnliche weisse Whistar-
Ratten unseres Inzuchtstammes im Gewichte von 60 g, erhielten zur Ausbildung eines Vitamin-E-
Mangels, der auf Grund des Hamolysetestes nach Friedman [3] sichergestellt wurde, eine E-freie
Diiat [4], die dann entweder weiter verfiittert oder durch a-Tocopherolgaben (3 bzw. 6 mg pro
‘Woche und Tier) ergdnzt wurde. Zur «AngewShnung» erhielten die Ticre wihrend 3-5 Wochen
wie aus den Tabellen ersichtlich tiglich in E-freiem Ol geléstes MeD,

Gewinnung dev Lebevhomogenate bzw. Mikvosomenfraktionen [5]. Die Tiere wurden unter Be-
riicksichtigung der Biorhythmen am Morgen durch Herzpunktion bei leichter Narkose getotet,
womit eine gute Entblutung der Leber erreicht wird. Dieselbe wird fein zerschnitten und mehrmals
mit 0,25m Saccharoselésung gewaschen. Nach Trocknung mit Filtrierpapier erfolgt dic Homogeni-
sierung mittels eines Poffer-Elvehjem-Homogenisators bei 600 upm durch drci Auf- und Abbewe-
gungen mit dem Teflonstempel. Dabei werden pro Gewichtsteil Leber 3 Teile Suspensionsmedium
(0,25m Saccharoselésung, 2x 10~2m Trispuffer (pH 7,6}, 6 x 10-3m MgCl, und 3x 10-3m EDTA)
verwendet. Man erhélt auf diese Weise ein Homogenat mit cinem Leber-Anteil von 25%. Durch
Zentrifugiercn des ersteren wihrend 15 Min. in der Kilte (9000x g) werden Kerne und Mito-
chondrien zuriickgehalten. Der Uberstand, gegen 0,01 M Phosphatpuffer dialysiert, wird als
Mikrosomenpriparat eingesetzt.

Demethylierung. Von einer alkoholischen 10-mM-Ldsung von MeD wird 1 ml mit 25 uMol
MgCl, und 50 gMol Nicotinsdureamid geldst in 1 ml H,O zusammengebracht. Dazu gibt man 0,1 ml
ciner frisch bereiteten wisserigen Losung von 1 xgMol NADP, 1 uMol NADH und 10 gMol Glucose-
6-phosphat. Man verdiinnt mit 3 ml H,O und 3,9 ml 0,1 M Phosphatpuffer. Das Inkubationsréhr-
chen wird zuerst mit der MeD-Lésung beschickt, das Athanol abgedampft und dic genannten
Aktivatoren zugefiigt. Vom Leberhomogenat werden je 2 ml entsprechend 500 mg Leber mit
10 uMol MeD versetzt. [14C]-Methyldoriden wurde mit [4C]-Methyljodid hergestellt und besass
einc Aktivitit von 2,057 - 10° cpm uMol. Ein anderes Priparat verdanken wir Herrn Dr. K.
Schmid (CIBA-GEIGY AG). Der Proteingehalt der Ansitze wurde nach der Biurectmethode
bestimmt. Inkubation unter Luftzutritt wihrend 2 Std. bei 37° in einem Thermostaten (eine
langere Inkubationszeit ergibt keine hoheren Demethylierungsraten). Gleichzeitiger Blindversuch
ohne Homogenat.

Bestimmung des Formaldehyds kolorimetrisch mittels der Chromotropsdurcmethode nach
MacFadyen [6]: Dem Inkubationsansatz werden 100 uMol neutralisiertes Semicarbazid zugesetzt.
Aus dem Semicarbazon wird der Aldehyd freigesetzt und in einen gefirbten Chromotropsaure-
komplex iibcrgefithrt, der kolorimetrisch bestimmt wird.

Bei Anwendung [14C]-signierten Methyldoridens wird nach beendeter Inkubation durch Zu-
gabe von 20-proz. Trichloressigsidure enteiweisst, zentrifugiert und der Uberstand filtriert. Der

1) Teilweise mitbearbeitet von Frau Dr. phil. M. Knecht.
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Riickstand wird mehrmals mit Wasser auigeschwemmt, zentrifugiert und der Uberstand jeweils
mit dem zuerst erhaltenen vereinigt. Der radioaktive Formaldehyd liegt damit quantitativ im
Filtrat vor, dem man 5 ml 5M Acetatpuffer (pH 4,5) und 0,5 ml eincr 1M Formaldehydlosung
als Trager zugibt. Sodann wird mit ciner heissen wisserigen Ldsung von 5, 5-Dimethyldihydro-
resorzin (20% Uberschuss) aller Formaldehyd als flockiges Dimedonat [7] gefallt. Man verdiinnt
mit dem gleichen Volumen Wasser und nutscht den Nicderschlag nach 12 Std. ab. Er wird aus-
gewaschen und bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Die Radioaktivitat des in Toluol gut 16s-
lichen Dimedonates bestimmten wir mittels des Packard Tricarb Liquid Scintillation Spectro-
meters (Modell 3320).

Fir einen Beitrag an die Anschaffung dieses Instrumentes sind wir der SANDOZ-Stiftung
zu Dank verpflichtet.
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277. Livulinsidureanilid und 5-Hydroxy-5-methyl-1-phenyl-
2-pyrrolidon

von O. Keller und V. Prelog
Organisch-chemisches Laboratorium der Eidg. Techn. Hochschule Zrich

15. X. 71)

Summary. The hitherto unknown tautomer of levulinic acid anilide (Ia), 5-hydroxy-5-methyl-
1-phenyl-2-pyrrolidone (I1a), has been obtained by filtration of a chloroform solution of I a through
acid ion-exchange columns. Ia and Il a show typical differences in NMR., IR. and MS. that can be
used for their detection and determination in mixtures. Both tautomers are stable at room tem-
perature in solid state and in neutral solutions but are equilibrated in acidic and basic solutions.

Lukes & Prelog [11 [2] haben vor mehr als 40 Jahren versucht, mit den damals
zur Verfiigung stehenden unzureichenden Mitteln zu entscheiden, welche von den
tautomeren Konstitutionen Ia, ITa oder IIla das von ihnen durch Umsetzung von
a-Angelicalacton (IVa) bzw. yp-Acetoxy-valerolacton (¢Acetyl-livulinsdure») (Va)
mit Anilin erhaltene Produkt besitzt, und kamen auf Grund ihrer Versuche zum
Schluss, dass es sich um das offenkettige Ladvulinsiureanilid Ia handelt. Diese
Schlussfolgerung wurde inzwischen sowohl angezweifelt [3] als auch bestétigt [4] [5].

Die drei analogen tautomeren Konstitutionen Ib, 1IDL und IIlb wurden zuerst von der
Beilstein-Redaktion [6) fiir das von Wolff[7] aus a-Angelicalacton und Ammoniak erhaltene nicht-
substituiertc Livulinsdurcamid in Erwigung gezogen. Lukes & Prelog [1) haben das Produkt, das
sie aus a- Angclicalacton und Anilin erhiclten (Weg A) mit dem Produkt verglichen, das durch Um-
sctzung von N-Phenylsuccinimid (VI) mit Methylmagnesiumbromid entsteht (Weg B). Wegen





