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pas toutes C t C  effectukes dans des conditions exPCrimentales identiques, cette diff6 
rence peut &re attribuke B la correction apportke 2 la concentration du ligand en 
solution par 1’Cvaluation de [NH,Il,, puisque la diminution de [NH,] produit une 
augmentation des valeurs des constantes de formation pour une solubilit6 donnCe. 

d) H y d r o x o . - a ~ ~ n i n e - c o ~ ~ l e x e .  Rien que l’existence des complexes mixtes avec 
NH, n’ait pa? CtC proposCe jusqu’a maintenant, nous avons identifik l’espkce 
Cd(OH),NH, eC dkterinink sa constante de stabilitC. 
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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-chernisches Institut der Tinivcrsitat Base1 

(14. X. 71) 

Zusamwze%fassung. Das sauerstoffabhangigc dcmcthylierendc Enzymsystein aus Leberhomo- 
gcnat oder Lebermikrosomenpraparaten wird durch a-Tocopherol nicht beeinflusst. Eine deut- 
lichc, aber langsanier verlaufende Enzyminduktiou nach AngewBhnung mit den1 Substrnt 
(N-Mcthyl-glutethimid) ist indcssen auch in clurch Vitamin E-Mange1 geschadigten Zellen nach- 
weisbar. 

Methylierungen und Demethylierungen niit Adenosyl-Methionin als Donator sind 
gelaufige Stoffwechselreaktionen. Die Methylgruppe kann aber auch als Formaldehyd 
abgespalten werden. Dabei sind die Substrate vornehnilicli korperfremde Substanzen 
wie Pliarmaka oder pflanzliche Inhaltsstoffz. Dieser Reaktionsmechanismus ist nicht 
genau bekannt, benotigt indessen Sauerstoff, NADPH und NADH. Die Reaktion 
wird in der Zelle irn endoplasinatischen Reticdurn katalysiert und kann durch Bestim- 
inung und Aktivitatsmessungen des aus der I4C-signierten Methylgruppe entstehen- 
den Formaldehyds quantitativ verfolgt werden 111. 
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Wir haben friiher am Substrat N-Methyl-glutethimid (N-Methyl-cr-phenyl-cr- 
athyl-glutarimid = Methyl-Doriden oder MeD) eine solche Demethylierung unter- 

Tabelle 1. Demethylierung von M e D  durch Lebermikrosomen aangewohntern Tiere und Kontrollen 

Tiere erhaltener Formaldehyd 

Aktivitat c/rnin Menge 

Y pmol 

8275 
7355 
6030 
9645 
7070 
4940 
7219 
1508 

2100 
2350 
2640 
2150 
2440 
1900 
2263 

242 

0,26 
0,23 
0,19 
0,30 
022  
0,16 
0,227 
0,045 

0,066 
0,073 
0,084 
0,068 
0,08 
0,06 
0,072 
0,008 

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

sucht und an diesein Beispiel auch einen Beitrag zur Deutung der Angewohnung des 
Organismus an Pharmaka erbracht [2]. Mikrosomenpraparate aus der Leber von 
Ratten und Meerschweinchen, denen langere Zeit kleine Dosen von MeD verabreicht 
wurden, demethylieren infolge eintretender Enzyminduktionen diese Verbindung in 
starkerem Ausmasse. Solche Versuche wurden unter verbesserten experimentellen 
Bedingungen wiederholt. Bei Ratten, welche mit einer normalen Diat wahrend 
einigen Wochen taglich MeD erhielten, wurde im Vergleich zu den Kontro!len eine 
urn das drei- bis vierfach gesteigerte Demethylierungsrate festgestellt (s. Tab. 1 ; 

Wir priiften im folgenden, ob dieses sauerstoffabhangige 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-Mange1 musste demnach eine 

Tabelle 2. Demethylierung von M e D  duvch Lebermikrosomen von E-lWungel- und E-erhaltenden 
Ratten 

p < 0,001). 

Erhaltener Formaldehyd 

E-Mangel-Diat E-Zugaben a) 
~~~- 

Tier Nr. 1 2 3 4 5 6 

pmol 0,021 0,016 0,030 0,020 0,021 0,355 
Aktiv. c/min 4850 3649 6823 4665 4853 8286 
spez. Aktivb) 0,206 0,171 0,223 0,222 0,209 0,270 

pmol Formaldehyd 
mg Protein 

a) 3 ing pro Woche b) x 10-3 
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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 erganzt wurde. Aus Tab.2 geht jedoch hervor, dass E-Gaben 

Tabelle 3. Demethylzerung van M e D  durch Lehermakvosovnen (angewohntern E-Mangel- und  E-er- 
haltender Hattew 

Gruppe I I1 I11 

erhaltcner Formaldchyd 

Tier Xr. Y pmol Y pmol Y pmol 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 - 
X 

S 

.3,1 
3,6 
3,2 
3,8 
L9 
7,O 
1,4 
3,43 
I ,67 

0,103 
0,120 
0,107 
0,126 
0,063 
0,230 
0,047 
0,114 
0,054 

5,4 
8 ,3  
5 3  
6,3 
4,1 
4,5 
2,9 
5,29 
1,60 

0,180 
0,275 
0,185 
0,209 
0,137 
0,151 
0,097 
0,176 
0,053 

~ 

0,289 
0,292 
0,355 
0,236 
0,242 
0,225 

0,273 
0,045 

- 

Gruppe I :  E-Mangel-Diat+Vitamin E (3 mg pro Wochc) 
Gruppe I1 : E-Mangel-DiXt und Angewohnung an Methyl-Doriden 
Gruppe 111: E-Mangel-Diat +Vitamin E und Angewohnung an Methyl-Tloriden (10 mg McT) 

pro 100 g Korpergcwicht und Tag wahrend 5 Wochcn) 

ohne wesentlichen Einfluss bleiben, die Demethylierung verlaiuft bei den Mangel- 
tieren eher schlechter. Die Enzyininduktion durch Angewohnung setzt aber auch bei 
Vitamin-E-Mangel ein (Tab. 3 ) .  Die Ratten der Gruppe 111, deren E-Mangel-Diat 
durch Zugabe von a-Tocophcrol vervollstandigt und die wahrend 38 Tagen an MeD 
angemiihnt wurden, wiesen Lebermikrosomen auf, die signifikant besser demethylier- 
ten 31s Praparate von Ratten, welch letztere nicht angewohnt wurden (Gruppe I). 

Demethylierung durch Leberhomogenat nach A ngewohnung 
___ E-Mangel; - - - - 3 mg a-Tocopherol pro Woche +Tier,  

-.-.-. 6 nig a-Tocopherol pro Wochc 4- Tier 
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Ein signifikanter Unterschied ergibt sich auch zwischen Gruppe I1 und 111. Aus der 
Leber angewohnter Vitamin E-Mangeltiere erhielten wir Praparate niit geringerem 
Demethylierungsverinogen als von angewbhnten Ratten, die Vitamin-E-Zugaben 
erhalten hatten. 

Urn diese Enzyminduktion in ihrem zeitlichen Verlauf verfolgen zu konnen, wur- 
den die Tiere in IntervalIen nach Beginn der MeD-Verabreichung getotet. 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 sauerstoffabhangigen Enzymsystems erfolgt auch durch 
E-Mangel, ist aber bei mit a-Tocopherol versorgten Tieren ausgepragter. Ein direkter 
Einfluss dieses lipophilen Vitamins auf die Demethylierung ist nicht nachweisbar, in 
der durch E-Mange1 geschadigten Zelle wird das Enzynisysteni indessen verniindert 
gebildet. 

Experimentelles'). - Die Versuchstiere, niit Altromin-R ernahrte mannliche weisse Whistar- 
Katten 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 
Diat [4], die dann entweder weiter verfiittert oder durch a-Tocopherolgaben (3 bzw. 6 mg pro 
Wochc und Tier) erganzt wurde. Zur ahngewohnnng~ erhielten die Tiere wahrend 3-5 Wochen 
wie aus den Tabellen ersichtlich taglich in E-freiem 01 gelostes MeD. 

Gewinnung der Leberhomogenate bzw. Mikrosomenfraktionen [5]. Die Tiere wurden unter Be- 
riicksichtigung der Biorhythmen am Morgen durch Hcrzpunktion bei leichter Narkose getotet, 
woniit eine gute Entblutung der Leber erreicht wird. Dieselbe wird fein zerschnitten und mehrmals 
mit 0,25 M Saccharoselosung gewaschen. Nach Trocknung mit Filtrierpapier erfolgt die Homogeni- 
sierung mittels eines Potter-Elvehjenz-Homogenisators bei 600 upm durch drci Auf- und Abbewe- 
gungen mit dem Teflonstempel. Dabei werden pro Gewichtsteil Lebcr 3 Teilc Suspensionsmcdium 
( 0 , 2 5 ~  Saccharoselosung, 2 x ~ O - , M  Trispuffer (pH 7,6), 6 x 10-SM MgC1, und 3 x l o -SM EDTA) 
verwendet. Man erhalt auf diese Weise ein Homogenat niit cinem Leber-Anteil von 25%. Durch 
Zentrifugieren des ersteren wahrend 15 Min. in der Kalte (9000 x g) werden Kcrne und Mito- 
chondrien zuriickgehalten. Der Uberstand, gegen 0,Ol M Phosphatpuffer dialysiert, wird als 
Milrrosomenpraparat eingesetzt. 

Demethylierung. Von einer alkoholischen 10-mM-Losung von MeD wird 1 in1 mit 25 pMol 
MgCl, und 50 pMol Nicotinsaureamid gelost in 1 ml H,O zusammengebracht. Dazu gibt man 0,l ml 
einer frisch bereiteten wasserigen Liisung von 1 pMol NADP, 1 pMol NADH und 10 pMol Glucose- 
6-phosphat. Man verdunnt mit 3 ml H,O und 3,9 m l 0 , l ~  Phosphatpuffer. Das Inkubationsrohr- 
chen wird zuerst mit der MeD-Losung beschickt, das lfthanol abgcdampft und dic genannten 
Aktivatoren zugefugt. Vom Leberhomogenat werden je 2 ml entsprechend 500 mg Leber mit 
10 pMo1 MeD versetzt. [14C]-Methyldoriden wurde mit [14C]-Methyljodid hergestellt und besass 
einc Aktivitat von 2,057 . lo5 cpm pMol. Ein andcres Praparat verdanken wir Herrn Dr. K. 
Schmid (CTBA-GEIGY A G ) .  Der Protcingehalt der Ansatzc wurde nach dcr Biuretmethode 
bestimmt. Inkubation unter Luftzutritt wahrcnd 2 Std. be1 37" in einem Thermostaten (einc 
langere Inkubationszeit ergibt keine hoheren Demethylierungsraten) . Gleichzeitiger Blindvcrsnch 
ohne Homogenat. 

Restamrnung des Formaldehyds kolorimctrisch mittels der Chromotropsaureniethode nach 
MacFadyen [6] : Dem Inkubationsansatz werden 100 pMol neutralisiertes Semicarbazid zugesetzt. 
-411s dem Semicarbazon wird der Aldehyd freigesetzt und in einen gefarbten Chromotropsaure- 
komplex iibcrgefuhrt, der kolorimetrisch bestimmt wird. 

Bei Anwendung [14C]-signierten Methyldoridens wird nach beendeter Inkubation durch Zu- 
gabe von 20-proz. Tricliloressigsaure entciweisst, zentrifugiert und der Uberstand filtricrt. I>er 

l) Teilweise mitbearbeitet von Frau Ur. phil. M .  Knecht. 



2572 HIXVETICA CHIMICA ACTA ~ Vol. 54, Fasc. 8 (1971) - Nr. 276-277 

Riickstand wird mehrmals mit Wasser aufgeschwemnit, zentrifugiert und der Uberstand jeweils 
rnit dem zucrst erhaltenen vereinigt. Der radioaktive Formaldehyd liegt daniit quantitativ im 
Filtrat vor, dem man 5 ml 5iu Acetatpuffer (pH 4,5) und 0,5 ml eincr I M  Formaldehydlosung 
als Trager zugibt. Sodann wird mit ciner heissen wasserigcn Liisung von 5,5-Dimcthyldihydro- 
rcsorzin (20% uberschuss) aller Formaldehyd als flockiges Dimedonat [7] gefallt. Man vcrdiinnt 
mit deni gleichen Volumen Wasser und nutscht den Xiedcrschlag nach 12 Std. ab. Er wird aus- 
gewaschen und bis zur  Gewichtskonstanz getrocknet. Die Kadioaktivitat des in Toluol gut 16s- 
lichen Dimedonates bestirninten wir mittcls rlcs .Parknsd Tricarb Liquid Scintillation Spectro- 
meters (Modell 3320). 

Fur einen Beitrag an die Xnschaffung clicses lnstrumentes sind wir der S A  NDOZ-S t i f t~ng  
zu Dank verpflichtet. 
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277. Lavulinsaureanilid und 5-Hydroxy-5-methyl- 1 -phenyl- 
2-pyrrolidon 

von 0. Keller u n d  V. Prelog 
Organiscli-chemisches Laboratorium der Eidg. Tcchn. Hochschule Zurich 

(15. X. 71) 

SZWPZWZUV?J. Thc hitherto unknown tautomer of lcvulinic acid anilide (I a),  5-hydroxy-5-methyl- 
l-phen)~l-2-pyrrolicloue (IIa), has been obtained by filtration of a chloroform solution of I a  through 
acid ion-exchange columns. l a  and I I a  show typical differences in NMR., I R .  and MS. that  can be 
used for their detection and determination in mixtures. Both tautomers are stable at room t e n -  
perature in solid state and in neutral solutions but arc equilibrated in acidic and basic solutions. 

Luke.? & Prelog [l] [2] haben vor mehr als 40 Jahren versucht, mit den damals 
zur Verfiigung stehenden unzureichenden Mitteln zu entscheiden, welche von den 
tautomeren Konstitutionen Ia,  I I a  oder I I I a  das von ihnen durch Umsetzung von 
x-Angelicalacton (IV a) bzw. y-Acetoxy-valerolacton (a Acetyl-lavulinsaure ))) (V a) 
mit Anilin erhaltene Produkt besitzt, und kamen auf Grund ihrer Versuche zum 
Schluss, dass es sich uni das offenkettige Lgvulinsaureanilid I a  handelt. Diese 
Schlussfolgerung wurde inzwisclien sowohl angezweifelt [ 31 als auch bestatigt [4] [5]. 

Die drei analogen tautomeren Konstitutioncn I!), 1 I b  und I I l b  wurden zuerst von der 
Bedstein-Kcclaktion [6) fur das von Wolff[7] aus a-.4ngclicnlacton und Ammoniak crhaltene nicht- 
substituiertc Lavulinsaureamid in Erwagung gezogcn. Luke5  & Prelog [l] haben das Produkt, das 
sie a u s  a-.4ngclicalacton und Anilin erhiclten (W‘eg A) mit dein Produkt verglichen, das durch Uni- 
sctzung von N-Phenylsuccinimid (VI) mit Methylmagncsiumbromid entsteht (Weg B). Wegen 




