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Bei der Dehydrierung ist dabei die Carboxylgruppe und damit  ein 
Kohlenstoffatom der Isopropylkette abgespalten worden. Die iibrigen vier 
Sauerstoffunktionen (2 OH, 1 C----O, und ein O aus dem Lactonring) 
miiBten sich auf die Kohlenstoffatome 2, 3, 5, 6 oder 8 verteilen; yon die- 
sen kann also im Hexahydrolactucin nut  eines als CH2-Gruppe vorliegen. 
Da nun im Molek/il keine benaehbarten OH-Gruppen gefunden wurden 
und naeh dem IR-Spektrum die C z O - G r u p p e  nieht im F/inferring sitzt, 
muB letzterer die CH2- und eine OH-Gruppe enthalten. Ob nun die CH2- 
Gruppe den Atomen 2 oder 3 entspricht, l~flt sich durch oxydativen Abbau 
kl~ren. Bei diesem erhielt man neben mittels Hoehvoltelektrophorese 
naehgewiesener Methylmalons~ure and anderen S~uren Methylbernstein- 
s~ure 4. Da sonst keine CH2-Gruppen im Molek/il vorhanden sind, s tammt  
die CH2-Gruppe der S~Lure aus der des F/inferrings, wobei die Methyl- 
gruppe der S~ure dem Methyl am C1 entspricht. Man  muB daher am C3 
eine OH-Gruppe annehmen. 

Das Dehydrierungsprodukt Chamazulen ls ferner darauf sehlieBen, 
dab der Lactonring yon C v ausgeht, wobei die veresterte t tydroxylgruppe 
wahrseheinlieh am C6 sitzt. Fiir die Carbonyl- und die zweite Hydroxyl-  
gruppe bleiben also nur noeh die C-Atome 5 und 8. 

Dem Vorstand unseres Instituts,  Herrn Prof. Dr. F. Wessely, mSch- 
ten wir an dieser Stelle herzlichst f/ir seine vielen Anregungen und sein 
fSrderndes Interesse danken. 

Nachweis einer enzymatischen Transiithylierung 
( K u r z e  M i t t e i l u n g )  

Von 

II. Tuppy und K. Dus 

Aus dem II.  Chemischen Institut der Universit~t Wien 

(Eingegangen am 11. April  1958) 

In Gegenwart eines Sehweineleber-Homogenats finder eine 
t3bertragung der Nthy]gruppe des _~thionins auf Glycocyamin 
stat~. Das entstehende N-Nthylglycocyamin wurde sowohl als 
solches papierehromatographisch nachgewiesen als auch nach 
Ringschlul3 in Form yon N-Nthylglyeoeyamidin. 

Die yon Dyer 1 entdeckte und seither vieffach untersuchte toxische 
Wirkung des ~thionins ist nach allgemeiner Auffassung dadurch erkliirlich, 
dab )l~thionin sich gegen/iber Methionin als spezifischer Antagonist ver- 
h~L]t. Es hemmt  den Einbau des Methionins in Proteine und wird selbst 

1 H. 21/i. Dyer, J. Biol. Chem. 124, 519 (1938). 
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an dessen Stelle eingebaut, wodureh abnormale Proteine entstehen 2. Auch 
die Funktion des Methionins als Methylgruppen-Donator ist in Gegenwart 
yon Athionin beeintr~ehtigt a. Die Frage, ob im Rahmen der Wirkung des 
)~thionins auch dessen )[thylgruppe in einem der Transmethylierung ana- 
logen Vorgang auf Aeeeptoren iibertragen wird, ist bisher nieht mit  Sieher- 
heir in positivem Sinne beantwortet  4. Fiir eine Trans~thyliernng in vivo 
spreehen Versuehe yon Stekol und Weiss  a: Diese injizierten Ra t t en  
Athionin, dessen ~thylgruppe mit 14C markiert  war, und stellten lest, dab 
jene aus den Geweben isolierten Basen-Fraktionen radioaktiv waren, die 
Cholin und Kreat in und mSglicherweise deren ~thylhomologe enthielten. 
Da diese Fraktionen jedoch chemisch nieht ngher un~ersuch~ warden, 
blieb es ungewiB, ob die markierte ~thylgruppe des ~thionins nnverg.n- 
deft iibertragen worden oder ob der Radiokohlenstoff nach Abbau der 
Athylgruppe in anderer Form in die Basenfraktion gelangt war. 

I m  folgenden wird ein direkter Naehweis einer Trans~thylierung be- 
sehrieben. In  Schweineleber-ttomogenat fmdet in Gegenwart yon Ade- 
nosin~riphosphat eine Ubertragung der Athylgruppe des ~thionins auf 
Glyeoeyamin start, wobei N-Athylglyeocyamin (,,Negmin" 6), das Athyl- 
homologe des Kreatins, entsteht. Ans Negmin bildet sich bei Erhitzen in 
saurer LSsung dutch Cyclisierung N-Athylglycoeyamidin (,,Negmidin"), 
das sich aus dem Versuchsansatz dutch Adsorption an Frankonit  KL* ab- 
t_ennen und naeh Elution papierchromatographiseh identifizieren l~Bt. 
Aueh das Negmin selbst kgnn chromagographiseh naehgewiesen werden. 

Der 0sterreiehischen Akademie der Wissenschaften wird ffir die Ge- 
w~hrung einer Subvention aus den Mitteln der Seegen-St i f tung  bestens 
gedankt. 

Experimenteller Teil 

Zusammensetzung der Inleubationsmisehung: 30 ml Leberhomogenat (1 Teil 
frische Sehweineleber in einem Glashomogen~sator mit 3 Teilen eines m/15- 
Phosphatpuffers von pI-I 7,4, der 0,72% NaC1 und 0,79O/o MgSO4 �9 7 tI20 ent- 
hielt, homogenisiert), 25 ml m/15-Phosphatpuffer (pI-I 7,4), 10 ml m/100-Nthio- 

M.  V. Simpson,  E.  Farber und H. Tarver, J. Biol. Chem. 182, 81 (1950); 
M .  Levine und  H.  Tarver, ibid. 192, 835 (1951); D. Gross und H. Tarver, ibid. 
217, 169 {1955); M .  Rabinovitz, M .  E .  Olson und D. _~I. Greenberc/, ibid. 227, 
217 (1957). 

3 tz. S immonds,  E.  B.  Keller, J .  P .  Chandler und V. du Vigneaud, J. Biol. 
Chem. 183, 191 (1950). 

4 _~I. E.  Swendseid, A .  L .  Swanson und F.  H.  BetheU, J. Biol. Chem. 201, 
803 (1953). 

5 j .  A .  Stelcol, 142. Weiss und S. Weiss, J. Amer. Chem. Soc. 72, 2309 (1950); 
J~ A .  Stekol und K .  Weiss, J. Biol. Chem. 185, 577 (1950). 

6 .. t .  H.  Ennor, H.  Rosenberg und M.  D. Armstrong, Nature 175, 120 (1955). 
�9 Fiir die freundliehe ~berlassung yon Frankonit KL danken wir der 
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nin, 20 ml m/1000-Glyeoeyamin, 5 ml m/50-Adenosintriphosphat (frisch be- 
reitet) und 10 ml m/1000-Fumars~ure. Magnesiumsalz, Adenosintriphosphat 
trod die Fumars/~ur e, die im Leberhomogenat in Gegenwart yon Sauerstoff 
Adenosintriphosphat naehbilden kann, sind in die Inkubationsmischung auf- 
genommen worden, well bekannt ist, dab Mg 2+ und ATP bei enzymatischen 
Transmethylierungen erforderlieh sindL 

I n k u b a t l o n  und  Au]arbei tung des Versuchsansatzes: Die Mischung wurde 
1 Std. bei 37 ~ unter Luftdurchsaugen inkubiert. I~ach Abbrueh der lgeaktion 
durch Zusatz yon 75 ml einer 20%igen Trichloressigs/iurel6sung, Abzentri- 
fugieren des gef/illten Proteins und Wasehen des l~iederschlags mit  75 ml 
5 %iger Trichloressigs/iure wurden die vereinigten fiberstehenden LSsungen, 
d e r e n  pt~[ 0,6 betrug, 20 Min. im Druckautoklaven bei 2 atti gehalten; 
unter diesen Bedingungen s entstehen quant i ta t iv  aus Kreat in  Kreatinin 
und aus Iqegrnin Negmidin; der lgingsehluB wurde vorgenommen, well ffir 
die Isolierung yon Kreatinin und l~egmidin eine geeignete Methode zur Ver- 
fiigung stand, nicht jedoeh ffir eine Ab~rennung der nichtcyelisierten Verbin- 
dungen. 

Kreatinin 1/iB~ sich aus saurer L6sung an Lloyds  1%eagens 9 oder an Franko- 
nit  KL 1~ adsorbieren. In  Vorversuehen wurde ermittelt,  dab 1 g Frankonit  KL 
aus n/10-HC1-LSsung nicht nur bis zu 5 mg Kreatinin, sondern aueh ebenso- 
viel Negmidin quanti tat iv aufnehmen kann. Auf Grund dieser Vorversuche 
wurde die autoklavierte trieh]oressigsaure L6sung mit  1 g Frankonit  KL ver- 
setzt, 20 Min. gerfihrt und sodann zentrifugiert. Der mit  Kreatinin und Neg- 
midin beladene Frankonit  wurde anschlieBend zweimal mit  je 50 ml n/20- 
HC1 und dreimal mit  je 50 ml Wasser gewasehen. 

Da ffir eine Isolierung yon Kreatinin und Iqegmidin aus dem Adsorbens 
die bei der quanti tat iven kolorimetrischen Bestimmung yon Kreatinin be- 
w/~hrte Aufarbeitung mit  alkalischer PikratlSsung 9 nicht in Frage kam, muBte 
eine andere Elutionsmethode gesucht werden. u ergaben, dab man 
sowohl Kreatinin als auch l~egmidin mit  8%igem w/~Ilr. Ammoniak oder mit  
50~oigem w~iBr. Pyridin quant i ta t iv  wieder veto Frankonit  ablSsen kann. Der 
beladene Frankonit  KL wurde daher zweimal mit  je 15 ml 8%igem NH8 be- 
handelt;  die goldge]ben Eluate Wurden vereinigt, im Exsikkator fiber Sehwefel- 
s/iure yon Ammoniak befreit und zur Trockne gebraeht. Der feste ]~fickstand 
wog 93 mg;  er enthielt neben Kreatinin und Negmidin, yon denen insgesamt 
nur etwa 50 bis 100 ~g zu erwarten waren, noeh grolle Mengen yon Begleit- 
stoffen, vor allem yon Sa]zen. Eine teilweise Abtrennung gelang durch zwei- 
maliges Ausziehen des 1%iickstandes mit  je 9 ml kaltem absol. ~thylalkohol,  in 
dem Kreatinin und Negmidin 16slich sind, nieht jedoeh viele Salze. Die ver- 
einigten alkohol. L6sungen hinterlieBen 16 mg Trockensubstanz. 

Papierehromatographischer Nachweis  yon N e g m i d i n  : Durch eindimensionale 
absteigende Chromatographie auf Whatmanpapier  iKr. 4 lassen sich mit  was- 
serges~ittigtem n-Butanol als LSsungsmittel Kreatinin (Rp 0,22) und Negmidin 
(R F 0,39) klar voneinander trennen, w/~hrend Glycocyamidin den gleichen 
RF-Wert  zeigt wie Kreatinin. Zum Nachweis wird nach Entfernung des LS- 
sungsmittels zuerst mit  1%iger alkoho]. Pikrins/~urel6sung und naeh Trocknen 

7 H.  Borsoolc und J .  W.  Dubno!~, J.  Biol. Chem. 171, 363 (1947); G. L.  Can- 
toni, J.  Biol. Chem. 189, 203 (1951); S. Cohen, ibid. 201, 93 (1953). 

s O. F o l i n  und H.  Wu ,  J.  Biol. Chem. 38, 98 (t919). 
9 H.  Borsoolc, J.  Biol. Chem. 110, 481 (1935). 

~o H.  K .  Barrenscheen und T . v .  Va ly i -Nagy ,  Z. physiol. Chem. 277, 97 
(1943). 
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bei Zimmertemp. mit  5%iger alkohol. Kalila.uge gleichmgBig bespr i ih tn;  
Glycocyamidin, Kreatinh~ und Negmidin geben in Mengen yon je 5 gg krgftige 
orangegefgrbte Fleeke auf gelbem Grtmd. 

Zur Identifiziertmg des Negmidins im Alkoholex~rakt wv_rden vo~ den ins- 
gesamt 16 mg Trockensubstanz je Chromatographic 1,7 mg eingesetz~. Um 
gu~e Trenneffekte zu erzielen, dehnten wir die ehromatographische Entwick- 
lung auf 15 Stdn. aus ; das LSsungsmittel haste darm die untere Kante  des Pa- 
piers erreicht und  tropfge yon dieser ab. Bei der anschlieBenden Farbreaktion 
erschien neben einem sehr starken Flock mit  dem R/~-Wert yon Glyeoeyamidin 
uncl I~reatinin ein sehwgcherer, abet noch sehr deutlieher mig dem Rp-Wert  
dos Negmidins. 

Papierchromatographischer Nachweis  yon N e g m i n :  Die Feststellung des 
Ncgmidins lieg sich auch so durchf'tihren, dug es dutch Einwirkung yon Alkali 
wieder zu Negmin aufgespalten und  letz~eres papierchromatographisch iden- 
tifiziert wurde. 2,4 mg Alkoholexgrakt wurden in einem Tropfen n/10-NaOI-I 
gelSs~ und 22 Stdn., in eine Glaskapillare eingeschmolzen, bei 38 ~ inkubiert.  
Die L6sung wurde eingedunsteg, der Riiekstand auf Whatmanpapier  Nr. 4 mit  
wasserges/~ttigtem Butanol 24 Stdn. chromatographiert. Zurn Nachweis diente 
die Farbreaktion mit  ~-Naphthol and  Diacegyl ~t: Bespriihen mi~ 1 ~oiger LS- 
sung yon e-Naphthol in alkoho]. Natrium~thylatlSsung (1 g Natrittmmetall 
auf 30 ml Nthanol), Trocknen bei Zimmertemp. und Besprengen mit  0,1 ~oiger 
Mkoho].. DiueetyllSsung. Dabei en~sgand ein starker rosagef~ixbt~r Fleck mit  
dem RF-Wert der zum Vergleieh mitgelaufenen Proben yon Kreat in  und Gly- 
cocyamin and  ein zweiter sehw/~eherer Fleck mit  dem R~v-'Wert dos Negmins. 
Die zum Vergleieh verwendeten Glycoeyamin-, Kreatin- und Negmin-Proben 
waren aus Glyeoeyamidin, Kreat inin und  Negmidin mig ttilfe der gleiehen 
Alkali-Behandhmg erhalten worden, der wir auch den Alkoholextrakt unter- 
zogen hatten, and  enthielten daher etwa gleieh ~-iel verunreinigende Salze 
wie die untersuehte Probe; auf diese Weise wurde der Tatsache l~echnung 
getragen, dag die Anwesenhei~ yon Salzen dan RF-Wert betriiehtlieh ver- 
iindern kann. 

Kontrollversuch : I n  einem Versuehsansatz, der sieh yon dem besehriebenen 
Trans/~ghylierungsexperiment nu t  dadureh unterschied, dug kein Athionin 
zugesetzt ~vorden war, konnte - -  erwar~ungsgem~B - -  Negmin bzw. Negmidin 
nicht gefunden werden. 

B e s p r e e h t t n g  

Dutch  die l~eststellung, dab aus ~ t h i o n i n  u n d  Glycocyamin in  Gegen- 
wart  yon  Adenosintriphosl0hat un te r  der E inwirkung  yon  E n z y m e n  eines 
Leberhomogenats  N-~ thy]g lyeocyamin  entsteh~, ist die ]3ef/~higung eines 
Si~ugetiergewebes zu einer Trans/~thylierung sieher erwiesen. W e n n  
~thy]homologe normaler  methylgrul0penhi~ltiger Stoffweehselprodukte 
in  Org~nismen in  der gege l  nicht  auftre~en, so m~g dies weniger ~m Fehlen  
eines Meehanismus zur Uber~ragung yon  Athy lgruppen  als da ran  liegen, 
dab natfirl ich vorkommende  ~ thy lg ruppen-Dona to ren  fehlen 1~. 

1~ H.  Tv/ppy,  Mh. Chem. 84, 342 (1953). 
12 Als seltene Beispiele fiir ein natiirliches Vorkommen yon O- und N- 

Nthylverbindungen lassen sich im Pflanzenreich einige Aconitum-Alkaloide 
anfiihren. 

21" 



322 I-I. Tuppy u. K. Dus : Naehweis einer enzymatisehen Trans/ighylierung 

Man mug nun auch ernstlieh mit der lVISgliehkeit rechnen, dab zu der 
toxischen Wirkung des Athionins abnormale Stoffwechselprodukte bei- 
tragen, die aus ihm dutch Trans/ithylierung entstehen. Uber eine sch/idi- 
gende Wirkung des Negmins ist unseres Wissens nichts bekannt; wohl aber 
hat sich das Tri/ithylcholin schon vor Jahren als aku~ toxiseh and als 
wirksamer Cholin-Antagonist erwiesen 13. 

Der Mechanismus der Trans/ithylierung wurde in der vorliegenden 
Arbeit nicht n/iher untersucht. Es ist aber anzunehmen, dab er dem der 
Transmethylierung analog ist und dab in beiden F/illen die gleichen 
Enzyme beteiligt sind: Eines, welches Methionin bzw. ~thionin unter 
Mitwirkung yon ATP durch Umwandlung in eine Sulfoniumverbindung 
aktiviert 14, und ein zweites, das die Alkylgrulope yon der Sulfoniumver- 
bindung auf den Accepter, in unserem FMle auf Glycocyamin, iibertr/ig~ la ; 
beide Enzyme wiirden somi~ eine verh~ltnism~Big geringe Substra~spezi- 
fit/it besitzen. Ein/ihnlieher Mangel an Spezifit/it ist tibrigens yon Ennor ,  

l:losenberg und Armstrong  6 aueh fiir die Kreatinphosphokinase beschrieben 
worden, welehe imstande ist, Negmin zu einer dem Phosphagen homologen 
N-J~thylverbindang zu phosphorylieren. 

18 A .  S. K e s t o n u n d S .  B.  Wortis, Prec. Soc. Exp. Biol. Med. 61,439 (1946). 
~4 G. JL. Cantoni, J.  Amer. Chem. See. 74, 2942 (1952). 
15 G. L.  Cantoni und P . J .  Vignos, J.  Biol. Chem. 209, 647 (1954). 
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