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Zur Bildung von Mercapturs~iuren bei der Entgiftung 
yon 1,1-Di~ithoxy-4-hydroxy- 2-penten * 

Von 
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Aus dem Ins t i tu t  ffir Bioehemie nnd  dem Ins t i tu t  fiir Organische Chemic 

der Univers i~ t  Graz; ()sterreich 

Mit 1 Abbildung 

(Eingegangen am 31. Januar 1972) 

Mercapturic Acid _Formation During Detoxication o] 1,1-Diethoxy- 
4-hydroxy- 2-pcntene 

Following intraperitoneal administration m rats 1.1-di- 
ethoxy-4-hydroxy-2-pentene is rapidly resorbed and meta- 
bolized. Among six metabolites excreted in ray urine vwo have 
beer/identified as the diasI ereomeric mercapturie acids, N-aeetyl- 
S- D-l-diethoxymethyl-3-oxo-butyl)-L-cys~eine and 'N-acetyl- 
S- L-l-dieghoxymethyl-3-oxobutyl)-L-eysteine; The metabolic 
formation of these compounds is discussed. 

Injiziert man Rat ten i. p. 1, t-Di/~thoxy-4~-hydroxy-2-penten. 
so wird die Verbindung raseh resorbiert und metabolisiert. Im 
I-Iarn k6nnen 6 Metaboliten naehgewiesen werden. Zwei davon 
wurden Ms diastereomere Mereapturss identifizier~0 n~m- 
lieh als die N-Acetyl -S - ~ D - bzw. ~- l -di/~thoxymethyl - 3 -ox0butyl)- 
L-eysteine. Der Bildungsweg dieser Verbindungen wird be- 
sprochen. 

Yerschiedene kSrperfremde Subs tanzen  werdea in vivo zu Mercaptur- 
s/~uren (d. s, Derivate des N-Aeetylcysteins) metabolisiert  u n d  im H a m  
ausgeschieden. Die Ausseheidung yon  Mercapturs/~uren im H a m  wurde 
beobachtet  bei der En tg i f tung  yon aromatischen Nitro- und  Halogen- 
ve rb indungen  1, 3, kondensier ten  Aromaten  a, Methyljodid ~ncl anderen 
Alkylhalogenidea 4, Areeolin u n d  Areeaidin (Alkaloide der Betelnug) s 
sowie bei versehiedenen Der iva ten  des 1-Methyl-naphthal ins 6. Der ersve 
Schri t t  bei diesem Entg i f tungsmechanismus  ist die durch Glutathion-  
~ransferasen unterschiedlicher Spezifit/~t katalysier te  B indung  der 
k6rperfremden Substanz an  GlutathionT: die Glu ta th ionkonjugare  wet- 
den fiber einige Zwischenstufen (vgl. Schema 1) zu Mercaptursguren 

�9 I-Ierrn Prof. Dr. Dr. h. e. Otto Kratky mit den bes~en YV/insehen zum 
70. Geburgs~ag gewidmet. 
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metabolisiert .  Boyland et al. s konn ten  zeigen, dab in  tier Leber und  Niere 
versehiedener S/~ugetiere auch Glutathion-S-Alkentransferasen existie- 
rea, die die Reak~ion yon ~,~-unges/Rtigten Carbonylea mi t  Glu ta th ion  
kata]ys~eren. Ob ~,~-unges/~ttlgte Carbonyle ~m H a m  als Glu ta thmn-  
verb indungen  oder als Mercapturs/~nren ausgeschiede~ werden, wnrde 
n ieht  untersucht .  

Bei u~seren Unte r suchungen  s fiber die biologischen Wirkungen  des 
4-Hydroxy-2-pentenals  (HPE) und  seiner Derivate fanden  wir, dal3 
1,1-Dis das Dis des H P E ,  in  r i ve  
raseh metabolis ier t  n n d  im t t a r n  ausgeschieden wird. In  dieser Arbeit  
wird gezeigt, dab die I-Iaup~metaboliten diastereomere Mercapturs/~nren 
sind. Wahrscheinlieh i s t  die Bildung yon  Mereapturs/~uren der allgemeine 
Entgif tungsweg zur Ausseheidung yon g,~-unges/~tigven Alkoholen (wie 
HPE-Aeetal),  die enzymatiseh zu e,~-ungesi~ttigven Oxoverbindungen 
dehydrier t  werden k6nnen.  

M a t e r i a l  u n d  M e t h o d e n  

[ 4,5-14C ]-1,1-Diathoxy-4-hydroxy-2-penten ( H P E-A cetal) 
500 ~C [i,2J4CJ-Acetaldehyd mR spezif. Ak~ivR/~t yon e~wa 50 ~C/i mg 

wurden mit  0,15Mol Acetaldehyd (Merck) in 50 ml T H f  verdfinnt. Die 
Aktivit/~ dieser LSsung bes~immten wir zu 6,2. i06dpm/mMol. Dieser 
Acetaldehyd wurde nach dem schon besehriebenen Verfahren 1~ zu 1,1-Di- 
athoxy-4-Hydroxy~2-pentin umgese~zv. Reduktion der Dreifachbindung mi~ 
LiAII-I4 zur trans-Doppelbindung ergab das gewfinseh~e 14C-markierte 
HPE-AcetM. Die Reinigung erfolgte dureh multiplika~ive Verteilung m 
einer 30:Stufen-Appara~ur nach Heclcer; Oberphase: I-Iexan A~her 4 : 1, 
ges/~tt, mi~ Unterphase; Unl, erphase: 0,2~-NattCOs-LSsung, ges/~tt, mi~ 
Oberphase ; Volumen der beiden Phasen : je 50 hal. Die Ausbeute betrug 5g  
diinnschichtchroma~ographisch einhei~liches HPE-Acetal mit einer spezif. 
Aktivi tat  yon 8240 dpm/mg, 1,43 �9 106 dpm rmMol. Auf Grund der Aktivitat  
des [1,2-14C]-Acetaldehyds ware an sieh eine Ak~ivR~t yon 6,2. 106 dpm/ 
raMol zu erwarten gewesen; die wesentlieh niedrigere Markierung des 
HPE-Aeetals kann nur  eine Folge der Unreinheit des 14C-Aeetaldehyds 
(vermutlich hoher Paraldehydgehalt) sein. Das yon NEN Chemicals GmbI-I, 
Frankfurt/M, gelieferte Praparat  war bei - -  80 ~ fest (Schmp. yon Acetal- 
d e h y d : -  113~ Das HPE-Aeetal wurde, gel6st in CI~CI3, fiber Na2COa 
site. bei 4 ~ aufbewahrt. Noeh nach einem ~ahr war das Prapara~ vollkom- 
men unverander~. 

Tierversuche: Ffir die Versuehe wurden e~wa 250 g sehwere, gesunde, 
normal ernahrte Wistar-Ra~en beiderlei Geschleehts verwendet. Markiertes 
HPE.Aeetal, gel6s~ in 1 ml ~/15 Phosphatpuffer, p i t  7,4, wurde in einer 
Dosis yon 120mg/kg K6rpergewieht i .p .  injizier~. Die Rat~en wurden 
einzeln 24 Stdn. in Sgoffwechselkafigen gehMten; wahrend dieser Zeig 
erhielten sie Trinkwasser, aber keine Nahrung. Die innerhalb yon 24 Stdn. 
anfallenden I-Iarnproben wurden veremlg~, fil~briert und bis zur Auftrennung 
bei 4 ~ gelagerv. 

Zur Bes~immung der Verteilung der ~4C-Aktivitat in den Organen 
wurden je zwei l~at~en 15 Min. bzw. 24 Stdn. nach i .p . - Injekt ion yon 
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HPE-Acet~al enthaup~e~ und entblute~. Die 0rgane wurden bis zur Unter- 
suehung bei 20 ~C gelagert. Von ]edem Organ wurden je zwei Aktivitgts- 
bes~immungen gemacht. 

Bestimmung der Radioaktivit~t 

Alle Radioaktivit/~smessungen wurden mit einem Liquid-Szintillation- 
Spektrometer {Beekman, Modell LS 230~ durchgef/ihrt. 

W/~gr. HPE-Acetal:L6sungen, Harnproben. Elua~e yon S/~ulentrennun- 
gen- 0,05 bis 0,5 ml w/~l~r. LSsung in 10 bis 15 ml Toluol--Methanol 1: 1; 
Butyl -PBD 4 g/1. 

Organe: mit  NaOH naeh der yon Stevens ~ beschriebenen Methode 
hydrolysiert und mit  BBS-2- oder BBS-3-Toluol in L6sung gebracht. 

Vollblut: 0A5 ml Citra~blut mit  0,5 ml NaOH bei 50 ~ hydrolysiert, 
entf/~rbt mit  0,1 mt 35proz. H202, neutralisiert mit  Essigs/~ure und gel6st 
mit 15 ml BBS-3-Toluol-Coektail. 

Di~nnschichtchromatographische Au]trennung des Hams 

KieselgeI G (Merck); Schieh~dicke 250 ~m; Laufstrecke 15 era; aufge- 
~ragene Menge : 5 bis, 10 ill unverdfinnter Harn;  Laufmittel  : CttCI~ -Eis- 
essig 10 : 3; Anfgrbung: entwiekeltes Chromatogramm 5 Min. bei 120 ~ 
getrocknet, bespriiht mit Naphthoresoreinreagens (0,2 g 1,3-Naphthalindiol 
in 100 ml EtOH, vor dem Gebraueh 1 : 1 mit 20proz. H2SO4 gemiseht), naeh 
2 bis 3 Min. Erhitzen bei 120 ~ blaue Fleeken bei Rf 0,63, 0,45 und 0,38. 
Zur Bes~immung der Verteilung der ~4C-Aktivit/~t auf der DC-Plat te wurde 
naeh Anf/~rbung mit Naphthoresorcinreagens das Kieselgel abgesehabt and 
die Aktivit/~t in Methanol -Toluol (Bugyl-PBD) gemessen. 90 bis 95% der 
aufgetragenen dpm konnten nachgewlesen werden, die Zghlausbeute betrug 
75 80~o. 

Bei Rf 0,25 gibt sowohl Probeharn als aueh Kontrollharn einen rosa 
Fleck, der als t tarnstoff identifiziert wurde. Dureh Auftrennen des Harns 
mit  dem Laufmittel Hexan Ather 1 : 1 (Kieselgel. Anf~rbung mit  Dini~ro- 
phenylhydrazinreagens) wurde festgestellt, dab das injizierte HPE-Ace ta l  
bzw. der freie Aldehyd (HPE~ im H a m  nicht vorkommen. Die Bestimmung 
der Verteilung der Radioaktivit~t auf der DC-Platte ergab die in Tab. 2 
angegebenen Prozentwerte. Danach ist ein Haupttei l  der 14C-Aktivit/~t des 
tIarns Metaboli~en zuzusehreiben, die sieh im Startgelbie~ (Rj 0,0--0,2) des 
DC befinden und sich mit Naphthoresoreinreagens nicht anf/~rben lassen. 

A u]trennung des Hams  ~bcr D EA E-Sephadex 

Der 24 Stdn. gesammelte H a m  yon zwei l%atten le~wa 250 000 cpm) 
wurde lyophilisiert. Das troekene Produkt wurde in 6 ml 0.05M-Trigthanol- 
aminpuffer p H 7 , 0  gel6st und auf DEAE-Sephadex A25  ~Pharmacia) 
ge~renn~. S/s Durehmesser 2,5 era, 40 cm geffill~, ~quilibriert mit 0,05~- 
TriKthano]aminpuffer p i t  7,0. Elu~ionsmittel 11:400 ml 0,051vr-Tri/~thanol- 
aminpuffer pH 7,0 und. 400 ml 0.05~r-Tri~thanolaminpuffer p~I 7,0, 0.4M- 
NaC1. Der NaC1-Gradient wurde linear yon 0.0 auf 0,4 Mo] 1 erh6ht. 2) : 500ml 
Trigthanolaminpuffer pI-I 7,0; 2,0~-NaCI. Die Durchfluf3gesehwindigkeit 
war 1 ml rain. im Eluat  wurde kontinuierlich E2s0 Id 0,3 era/ gemessen. 
Es wurden 10 ml-Fraktionen gesammelt, yon jeder Fraktion wurde an einem 
Aliquov (0,1 0,5 ml) die laC-Aktivit~t bestimmt. Abb. 1 zeigt eine vypisehe 
E]utionskurve. Entsprechend den 5 Aktivit/s der Elutionskurve 

92* 
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wurden die folgenden Fraktionen vereinigt: Nr. 12--27: Metabolit 1; 
Nr. 37--43: Metaboliten 2 a und 2 b ;  Nr. 44--50: Metabolit 3; Nr. 50m56: 
Metabolit 4; Nr. 71--77: Metabolit 5. Bei allen Trennungen konn t e n  95 b i s  
100% der aufgetragenen 14C-Aktivit/~t im Elua t  naehgewiesen werden. Die 
Bestimmung des prozentuellen Anteils der bei der D E A E - T r e n n u n g  isolier- 
ten Metaboliten 1--5 erfo!gte aus den peak-F1/ichen der Aktivitgtskurven: 
100% = Sfimme der F1/~chen. 

Der Zusammenhang zwisehen Elutionsvolumen (Ve) der einzelnen 
Metaboli~en bei der DEAE-Trennung  und ihren Rf:Werten bei der D C -  

2000 

1600 

1200 

800 

400 

-6 
t~ 

200 

-0 
+ T280 

"~ 

.~ ~20 

~ .': 

"~o 

: ".-'. 

"~ ~ : - 6 0  / : "~ .2 " 
.. ~ : .  *g 
�9 ~ " " ' . : E  . ' . . "  : :  

".80 

400 600 000 rnl Eluat 

Abb. i. Auftrennung der radioaktiven Metaboliten des Rattenharns nach 
i. p.-Injektion yon 14C-HPE-Acetal mi~ DEAE-Sephadex A 25. Ausgezogene 
Kurve: Radioak~ivit~t des Eluats. Punktierte Kurve: Transmission des 

Eluats bei 280 nm 

Trennung zeigt Tab. 2. Das zweite Aktivit~tsmaximum bei Ve -- 410 ml 
enthglt, wie die DC-IJ'berpriifung ergibt, tatsgehlich also zwei Metaboliten, 
wir bezeichnen sie rnit 2 a und 2 b. Aus der DC- und DEAE-Trennung geht 
hervor, dal~ im I-Iarn yon l~atten, denen i. p. 14C_HPE_Acetal injiziert wurde, 
sechs versehiedene radioaktive Metaboliten vorkommen, ihre prozentuelle 
Verteilung enthglt Tab. 2. 

Fiir die weitere Reinigung und sehlieBlieh Identifizierung schienen uns 
die Me%aboliten 2 a und 2 b am geeignets~en, wei] sie einerseits I~aup~- 
metaboliten der Entgiltung sind und well sie sieh andererseits dureh DC 

]eicht und sieher naehweisen lassen, so dab jeder weitere Reinigungsschritt 
naeh der DEAE-Trermung leicht verfolgt werden kann. Dureh ehromato- 
graphisehe Trennung rnit Kieselgel konnten fiir die Analyse ausreiehende 
Mengen yon 2 a und 2 b iso]iert werden. Aus dem 24 Stdn. gesammelten 
Earn yon 6 l~atten erhielten wir zun/iehst 12 mg d/innschiehtehromago- 
graphiseh einheitliehe Substanz 2 a und 13 nag 2 b. Mit diesen Proben wurden 
die ersten, orientierenden Analysen (spezif. Aktivit/~%, NaOH-Verbraueh, 
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Ii~-Spektrum, LSsliehkeiten) durchgeftihrt, Bei der spgteren Aufarbeitung 
des 24 Stdn.-Harns yon 20 Ra t t en  konnten 57 mg 2 a und 46 mg 2 b isoliert 
werden. Mi~ diesen Proben wurden die im folgenden beschriebenen Struktur-  
untersuchunggn gemaeht. 

Isolierung: der Metabol i ten 2 a und  2 b 

Die wgl~r, LSsung des bei D E A E - T r e n n u n g  isolierten Gemisehes yon 
Me~abol:i~ 2:~:a und 2 b wurde im Vak. auf 30 ml eingeengt 3 ml Essigsgure 
zug~f~gt und:4m~i mit  je 50 ml CHCla eX~rahiert. Die CHCi3:L~su~g wu2de 
im ~V~k i eir~g~dunstet und der Rfickstand, gelSst in 5 rnl C1{Cta~--Eisessig 

9 ~: 1, auf d e n  Kopf einer KieselgeLS&ule aufgeb~aeht. ~S&ule:: Durchmesser 
1,5 Cm, 20 cm!hoch:gef/illt mit  Kieselgel 0,05 bis 0,2 mm (Merck), gquilib~iert 
mit: dora E~utionsmittel: 500 ml CHCla (p. A.)--Eisessig 9:  1; Durehfiu(t- 
geschwindigke~t : etwa 0,5 ml/min, I0 rnl-Frakt~onen, Die l~raktione~:wurden 
d/innschiehtchrornatographiseh (Kieselgel, CI-ICl3--Eisessig 5: I, Anfarbung 
mit:i~aphth~resorcin) iibm~priift. :iFraktion l~r. 16--23 enthielb Metabolit 2 a, 
Fraktion ~r. 24--27 enthie]t 2 a und 2 b und Fraktion 28--36 enthielt 
Metaboli t  2 b .  

Zur Isoli:erung der Substanzen 2 a und 2 b aus den Eluaten der Sgulen- 
t rennung ~ r d e  zungchst die CHCla--Eisessig-L6sung einmal mit  10ml  
11120 extrahier t ;  dabei gehen po]are Zersetzungspr0dukte, d i e  sich b e i d e r  
Trennung teilweise bildeten (hauptsgchlich Aldehyde, die den Substanzen 
2 a und 2 b entsPrechen ) in die Wasserphase. Das CHCla wurde dann im Vak. 
abdestilliert und der ]%iiekstand zur Ent~ernung der Essigsgure 24 Stdn. im 
Olpumpenvakuum getrockne~. Zur Entfernung yon Kieselgelspuren wurdo 
der l~fmkstand 2real mit  etwa 10 ml C1{C13 gelSst, zentrifugiert und wieder 
getrocknet.  

Untersuchung der Metaboli ten 2 a und  2 b 

Titrat ion mit  NaOH:  45,9 mg 2 a bzw. 42,50 mg 2 b wurden mit  0,05~- 
NaOH t i t r ier t ;  Verbrauch 2,70 bzw. 2,5 ml (Titrigraph TTT 2 und Auto- 
bfirette ABU, Radiometer) .  Aus d~n t i t r ier te  n L6sungen wurden, wie vorher 
besohrieben, naeh Ansguern rni~ Eisessig die entspreehenden freion Sguren 
2 a bzw. 2 [ durch Extraktion mit CHCI3 wieder isolier~. 

Darstel]ung der 2,4-DinitrophenylhydraZone: Etwa 20 ml 2 a bzw. 2 b 
in i0 ml H20 -}- 2 m] DiVPH-I{eagens (2 g Dinitrophenylhydrazin~ 150 ml 
EtOI-I, 15 ml konz. H2SO4). Der I-Iydrazonniedersehlag wurde nach 30 Min. 
abzentrifugiert; mit 11120 reagen s- und sgurefrei gewasehen und in i0 ml 
0,1~-Phosphatpuffer, pH 7,0 gelSst. Zur Entfernung yon Verunreinigungen 
wurde die PufferISsung 2real mit  2 ml CI~Cla extrahiert .  Durch Ansguern 
mit  0,5~-I-IC1 wurde das t tydraz0n  Wieder ausgef~illt, naeh 4real. Waschen 
mi t  1{~O wurde die Hydrazonsuspensi0n lyophilisiert,  

:Die Drehwinkel wurden mit  dem Kreispolarimeter 0,01 ~ d e r  F i rma Zeiss 
in 0,5 dm Polar imeterki ivet ten gemessen. LSsungsmittel war Methanol, die 
Konzentra t ion betrug 47 mg/ml bei 2 a ,  79 mg/ml bei 2 b. 

l\IMR-Spektreni Die !~!Ml:{-Spektren wurden mit einem Varian-A 60 A- 
Gergt aufgenommen. Die chemical shifts sind in ~-Werten angegeben , 
bez0gen auf TM~ ais inneren Standard. 

Die IR-Spekt ren  wurden mit  einem Perkin-Elmer-Gerat ,  Mode]l 221, die 
ITV-Spektren mit  einem Zeiss Spektralphotometer  M 4 Q I I I  d aufgenommen. 



]458 I-I. Esterbauer, N. Seholz und 'H. Sterk: 

V e r s u c h s e r g e b n i s s e  

Verteilung und Ausscheidung der 14C-Aktivitdit 

Wird 14C-HPE-Acetal i. p. verabreicht, so ist die Aktivits  bereits 
15 Mira nach 4er Injektion im ganzen KSrper verteilt. Wie die Werte in 
Tab.  1 zeigen, l&ftt sigh sowohl in den Organen als auch im Muskel- 
gewebe Aktivitgt  aachweisen. Blut, Leber und Niere haben deutlich 
hShere Aktivitgt  als die fibrigen Gewebe. Da sich im Intraperit:onealraum 

Tabelle t. V e r t e i l u n g  d e r  R a d i o a k t i v i t a t  in R a t t e n  n a e h  i.p.- 
I n j e k t i o n  von  14C-HPE-Ace ta l  (120mg/kg K S r p e r g e w i e h t ) :  

% der  g e g e b e n e n  Dosis  in 1 g F e u c h t g e w i c h f  
�9 

Zei~ naeh der Injektion 
15 Min. 24 Stdn. 

Blur 1,3 0,13 
Leber 1,1 0,15 
Niere 1,1 0,16 
Lunge 0, 8 0,13 
Milz 0,5 - -  
Herz 0,6 - -  
Muske], OberschenkeI 0,4 0,14 
Muske], Bauehdeeke 0,6 0,12 
Ham, gesamt -- 62,0 
Faeces, gesamt -- 3,4 

nach Spfilen mit  isotoner NaC1-L6sung nur weniger als 1% der gegebenen 
Aktivitgt  nachweisen lassen, kann angenommen werden, daft H P E -  
Acetal  zu 100 % in der Baudhh6hle resorbiert wird. 

Die deutliche Akkumulierung der Ak~ivitgt in tier Leber and in der 
Niere deutet bereits darauf bin. dab HPE-Acetal  in der Leber metaboli- 
siert nnd fiber die Niere ausgeschieden wird. Tatsgchlich lgSt sich schon 
im ersten l~attehharn, der 2 3 Stdn. nach der Injektion anfgll~, e~wa 
i0~o der gegebenen Aktivitgt  nachweisen. Innerhalb yon 24Stdm 
werden 620/0 IMittelwert yon 6 Tieren) der 14C-Aktivitgt mit  dem I-Iarn 
ausgeschieden. 1kTach 24 Stdn. erfolg~ die Ausscheidung nur noeh lang- 
sam, obwohl i~ allen Organen aoch 14C-Aktivitgt naehgewiesen werden 
kann ITab. 1). Nach 48 Stdn. sind 63--70~o ausgeschiedem Die Faeces- 
Exkretion ist mi~ 3,5% der Gesamt~ktivitgt (in 24 Stdn.) gering. 

Identifizierung der Metaboliten 2 a uncl 2 b 

Alle durchgefiihrten Untersuchungen spreohen daffir, daft die 
isolierten Metabolite~ 2 a und 2 b diastereomere Verbindungen sind, 
ngmlieh: N-Acetyl-S-(D-l-digthoxymethyl-3-oxobutyl)-T.-eystein bzw. 
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N-Acetyl-S-(L-l-diathoxymethyl-3-oxobutyl)-L-cystein. Welchem der bei- 
den Metaboliten die LL- bzw. LD-Konfiguration zuzuschreiben ist~ konnte 
nicht festgestellt werden. 

Die Titration mit NaOH ergab folgende Molgewiehte und pK-Werte: 
2 a :  M G  =: 340, pK = 3,38; 2 b: M G  ~ 340, pK = 3,40; M G  (ber.) -- 335. 

Die Bestimrnung der spezif. Aktivi~/it ergab 3980 dpm/mg for 2 a und 
3920 dpm/mg fOr 2 b ; daraus errechnet sich mit der molaren Aktivit/~t des 
HPE-Ace~als (1,43. 10 ~) ein Molgewieht yon 360 (2 a) bzw. 356 [2 b). 

Die elernentaranalytische Bestirnmung des Sehwefels, durehgefiihrt an 
dem Na-Salz der beiden Subs~anzen, ergab: 2 a: Sge~ 8,57%.; 2 b :  Sgef 
8,560,/o ; Ci4I-I2406NNaS : Sber 8,94 %. 

Die Metaboiiten 2 a 'and 2 b unterseheiden sich charakteristisch durch 
ihre optisehe Aktivitgt. Die Bestimmung der spezif. Drehung in Methanol als 
LSsungS~i~gel ergab:.2 a: [c~]n -- 34~ 2 b: [~]D -- 7,6 ~ 

Wertvolle Hinweise auf die Struktur der Substanzen brachten die 
NMR-Spektren (Tab. 3): sie zeigen die auf Grund der Formel (Schema 1) 
zu erwar tenden Signale. die Intensitiiten stimmen mit der Zah] der 
jeweiligen Protonen iiberein. Anffallend ist die bei den Metaboliten 2 a 
und 2 b unterschiedliche Lage der NH- and  COOH-Signale. Nach Zusatz 
yon D20 tr i t t  in den Spektren beider Substanzem das NH- bzw. COOtt- 
Signal :n!cht mehr auf. In  Substanz 2 b gibt die Methylgruppe yon 
OCH2CHa ein Sechsbanden-Signal, in Substanz 2 a das tibliche Drei- 
banden-Signal (LSsungsmittel CDCI8). Die Spektren der  Na-Salze in 
DuO und die Spektren der Na-Salze bzw. der freien S/turen in D M S O  

zeigen fiir diese Methylgruppe ein Dreibanden-Signa]. Bemerkenswert 
ist auch die unterschiedliche Lage des Signals einer CH3CO-Gruppe. Die 
Unterschiede im NMR-Spektrum yon 2 a and 2 b beziighch Lage und 
Koppelung der erw~hnten C O O H - ,  N H -  und CI-I3-Gruppen fiihren wir 
auf die unterschiedliehe Konformation der beiden diastereomeren LL- 
bzw. DL-Formen zuriick. 

Die Metabolitea 2 a and 2 b geben nahezu gMche IR-Spektren 
(CHC13, d - -  0,1 ore). Die charakteristischen Absorptionsbanden stimmen 
mit der Formel in Schema 1 iiberein: 2,90 y. NI-I and  OH, stark; 3,40 
CH2, stark; 5,95 ~ C--O yon COOH and Amid I, intensivste Bande; 
6,20 ~ Amid I I ,  stark; 6,45--6,75 ~z, schwache breitc Bande, Zuordnung 
frag]ich; 7,25 ~ CH3, stark; 8,85 und 9,40 ~z C 0, stark;  5,78 ~ C--O 
yon Keton, stark. 

Die Amid-II-Bande ist bei 2 a ver~inderlich und in verd. L5sungen 
(2 mg/ml) dentlicher ausgepriigt als in konzentrierten. Bei 2 b ist sowohl 
in konz. als auch in verdiinnten LSsungen die 6,20 fz-Bande unver~ndert. 

In  den IR-Spektren der Na-Salze (CHC13, d - -  0,1) findet man bei 
2 a und 2 b die folgenden Banden: 2,65 ~ und 2,90 ~ N H  und OH; 
3,40 ~z CH2; 5,78 ~ C--O yon Keton;  6,0 ~z Amid I, Schulter; 6,20 
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C--O yon COO- und Amid I I ;  6,55 ~t sehwaehe breite Bande, Zuordmmg 
fraglich; 7,25 ~ CI-I3; 8,85 ~ und 9.40 ~ C-=O. 

Naehdem anf Grund des NMR-Spektrums sieher war, dab die Sub- 
s~anzen 2 a und 2 b noch die Aeetalgrnppe haben, setzven wit beide 
Substanzen mit  2,4-Dinitrophenylhydrazin zu den Hydrazonen urn, 
dabei reagiert nicht nut  die Acetalgruppe, sondern aueh die Ketogruppe, 
so dab man die Bisdinitrophenythydrazone (Bis-DNPH) erhglt. Im DC 
(Kieselgel, CHC13--Eisessig 10 : 3) haben die D N P H  yon 2 a nnd 2 b 
de~ gleiehen Rf-Wert (0,33). DaB es sieh nm Bis-dinitrophenylhydraZone 
handelt, geht got allem ans der speziI. Aktivits hervor: Beim DNPH 
yon 2 a fanden wit 2180 dpm/mg I Mittel aus drei Bestimmungen), beim 
D N P H  yon 2 b 2050 dpm/mg. Mit tier spezif. Aktiviggg des HPE~ 
Aeetals (1,43 �9 106 dpm/[~Mol) errechnen sieh daraus ftir die DIYPH yon 
2 a bzw. 2 b Molekulargewiehte yon 655 bzw. 695 (Theorie ffir 
C22tt~aOt1NgS �9 1 I t20:  639). Beide D N P H  sind instabil und zersetzen 
sieh leieht (vermutlich dutch Abspaltung yon N-Aeetyleystein) in ein 
unpolares Hydrazoa  mit  Rf  0,8. Werden die DNPH aus wggr. Suspension 
durch Lyophilisieren getroeknet, so erh~lt man Produkte mit  seharfen 
Sehmelzpunkten: 129 ~ (I-Iydrazon yon 2 a) bzw. 129--130 ~ (Itydra- 
zon yon 2 b). Wird eine CHCla-LSsung der D N P H  zur Trockene ge- 
bracht, so hat tier t~fickstand einen unscharfen Schmelzbereich yon 
100 bis 140 ~ Die Elementaranalyse de r  lyophilisierten Bis-dinitro- 
phenylhydrazone ergab fo]gende Werte: 

D N P H v o n 2 a :  Gel. C 41,7 ; t I  4,41; N 17,0; S 4,64. 
D N P H v o n 2 b :  Gel. C 41,4; I-I 3,92; N 17,6; S 4,80. 
C22H230nN9S" H20:  Ber. C 41,3; t t  3,95; N 19,7; S 5,03. 

Die beiden Bis-dinitrophenylhydrazone geben in Methanol und 
methanol. K O H  das gleiehe UV-Absorptionsspektrum: 

MeOI{: ~"max-- 27900em-1; s ' - - 6 0 , 2  (2a) bzw. 59,5 (2b) 
MeOH 1N-KOH : ~('max --  23000 em-1 ; z' --  46,5 (2 a /bzw.  46,8 (2b). 

D i s k u s s i o n  

Injiziert man Rat ten  i. p. 1,1-Di/tthoxy-4-hydroxy-2-penten (HPE- 
Aeetal), so wird die Substanz in sehr kurzer Zeit im Bauehraum voll- 
s tgndig  resorbiert und wahrscheinlich fiber die Leber: ia den Blut- 
kreislauf transferiert. 15 Min. naeh der Injektion ist die Verbindung im 
ganzen Organismus verteilt (Tab. 1). Als k6rperiremde, unphysiologi- 
sehe Substanz wird HPE-Aeetal raseh .entgiftet u n d  ausgeschieden, 
innerhalb yon 24 Stdn. werden etwa 65~o der gegebertea 14C=Aktivitgt 
im Harn und etwa 2--5% im Faeces gefunden. Nimmt man Ifir das Blur- 
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vo lumen  7 ~o des KSrpergewichtes an, so ergibt sich aus den Zahlen in 
Tab. 1, du{~ sich etwa 15 Min. nueh i. p . - In jek t ion  yon laC-HPE-Aceta l  
etwa 25~o der gegebenen Dosis in  der B lu tbahn  befinden, nach 24 Stdn.  
ist der Wer t  uuf 2,5% gesunken. Aber nur  ein kleiner Teil davon  (nuch 
15 Min. 3% der verabre ichten  Menge) ist unver~nder tes  HPE-Acetu112. 
Da HPE-Acetu l  im suuren Medium leicht zum cytostatisch wirksamen 
H P E  hydrolysiert  wird (Hulbwertszeit  der Hydrolyse bei pH 6,0: 
2,2 Stdn.  ; bei pH 7,4 : 55 Stdm 13), wiirde es an sich eine geeignete Truns- 
portform durstellen, ~us der bevorzugt  in  iibers~uertem Tumorgewebe ~4 
die t umorhemmende  Substunz H P E  freigesetzt wird. Da aber der Grol~- 
teil des HPE.Acetuls  in  sehr kurzer Zeit metabolisiert  wird, ist H P E -  
Aceta] in r i v e  ebenso ins tabi l  wie der ffeie Aldehyd H P E ,  so dub 
therupeut isch wirksume Kon,zentrat ionen in der B lu tbuhn  fiber ]i~ngere 
Zeit n icht  aufrechterhul ten werden kSnnen.  

S c h e m a  1 

CHa �9 CH �9 CH--CH �9 CH(OC2Hs) 2 
i 

OH 

~- GSH (D. L)  
--- CH~ �9 C �9 Ctt 2 �9 CH �9 CH(OC~H~)2 

h I 
o SG 

: CH a �9 C �9 CH:CI-I  �9 CH(OC2Hs) 2 
II 
O 

--Glu,--Gly CH 3 . C. CH 2 - CH �9 CH(OC2H~), " 
,I ] 
O S �9 CI-I 2 �9 CH �9 CO2H 

I 
NH~ 

+ Acetyl  - CoA (D. L) 
CH 3 �9 C �9 CH 2 �9 CH" CH(OC~Hs) 2 

II i (L) 
O S - Ctt. 2 �9 CI-t--CO~H 

I 
NH �9 CO' CH 3 

Metabolit 2 a 
bzw. 2b 

GSH z Glutatbion, Glu = Glutamins~ure, Gly ~ Glycin. 

Der H a m  enthi~lt sechs Metaboli ten (Tab. 2), aber kein ua-  
vergndertes HPE-Acetal .  Da~ es sieh bei den zwei als diastereo- 
mere Mereaptursguren identif izierten Haup tme tabo l i t ea  N-Acetyl-S- 
(D-l-di~thoxymethyl-3-oxobutyl)-L-Cystein u n d  N-Acetyl-S-(L-l-di- 
i i thoxymethyl-3-oxobutyl)-L-Cystein n i c h t u m  Stellungsisomere handel t ,  
geht eindeutig aus den /qMR-Spek t r en  (Tab. 3) hervor. 

Die En tg i f tung  des HPE-Acetals  u n d  die Bi ldung der beiden 
diastereomeren Mercapturs~uren erfolgt wahrseheinlich nach dem in  
Schema 1 gezeigten Abbauweg,  auf Grund  dessen die Bi ldung der DL- 
n n d  LL-Konfigurution zu erwurten ist. Der erste Schrit t  ws demnuch die 
enzymutische Dehydr ie rung  der sek. Alkoholgruppe zur Ketogruppe.  
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Tabelle 2. P r o z e n t a n t e i l  u n d  c h r o m a t o g r a p h i s c h e  E i g e n s c h a f t e n  
d e r  M e t a b o l i t e n  in  l ~ a t t e n h a r n  

n a c h  i . p . - I n j e k t i o n  y o n  1 4 C - H P E - A c e t a l  

DC-Trennung * D E A  E- Trennung * * 
Metabolit  

~o Rf Farbe  % Ve, ml 

1 10 0,63 blau 11 170 
2 a 22 0,45 blau 
2 b 21 0,38 blau )44  410 
3 / 26 460 
4 / 48 0,0--0,2 - -  9 530 
5 7 730 

* Mittelwerte aus 3 Trennungen verschiedener Harne;  Kieselgel, 
CHC18--Eisessig 5 : 1 ; Naphthoresorcin. 

** Mittelwerte aus 5 Trennungen verschiedener t tarne,  Ve ~ Elutions- 
volurnen in ml bis zum Akt iv i ta t smaximum der Metaboliten (vgl. Abb. 1). 

Tabelle 3. N M R - S p e k t r e n  d e r  M e t a b o l i t e n  2 3  u n d  2 b  in  CDC13 

Proton 3-Wert bei Metabo]it 2 a ~-Wert bei Metabolit  2 b 

CH3CH20 1,05--1,30 (6) T 1,05--1,30 (6) M 
CHaC=O 2,10 (3) S 2,05 (3) S 
CHaC=O 2,15 (3) S 2,15 (3) S 
CHCH2S 2,75--2,80 (2) D 2,75--2,85 (2) D 
CHCH2C~-0 3,08--3,15 (2) D 3,08--3,15 (2) D 
CHaCH20 
Ctt2CHS f 3,3--3,8 (5) M 3,3--3,8 (5) M 
CH(OC2Hs)2 4,35--4,45 (1) D 4,35--4,45 (1) D 
CH2CHNH 4,7--5,0 (1) M 4,55--4,80 (1) M 
NH 7,35 (0,5)! S 6,9--7,1 (1) D 
COOH 7,5 (1,5)~ S 7,85 (1) S 

S = Singlett ; D = Dublet t  ; M ~ Multiplett  ; in ( ) : Zahl der angezeigten 
Protonen. 

Verschiedene Auto ren  15 zeigten, dal~ Leber -Alkohol -Dehydrogenase  eine 
brei te  Spezifi t~t  gegeniiber  niederen a l iphat i schen Alkoholen hat .  Auch die 
OH-Gruppe  des H P E - A c e t a l s  scheiat  sehr schnell dehydr ie r t  zu werden, 
da  berei ts  15 Min. nach der  i. p . - In jek t ion  nur  mehr  3 %  der  vo rhandenen  
14C-Aktivit~t auf das  unveri~nderte Ace ta l  zur i ickzufi ihren ist. Das bei  
der  Dehydr i e rung  gebi ldete  :r K e t o n  reagier t ,  wie alle 
v inylogen  Carbonylverb indungcn ,  leicht  m i t  nucleophi len SH-Ver-  
b indungen,  vor  al lem mi t  Gluta th ion ,  da  nur  dieses in ausre ichender  
Menge und  hSherer  Konzen t r a t i on  im Blur  und  in der  Leber  vorl iegt .  
Bei  dieser Add i t ion  en t s teh t  a m  C-2 des Pen ty l res tes  ein neues  Asym-  
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metriezentrum mit  der D- bzw. L-Konfiguration. Kinetische Unter- 
suehungen zeigten 12, dab z,~-unges/~ttigte Aldehyde und Ketone bei 
pI-I 7,4 sehr sehnell und ann~hernd quanti tat iv mit  Glutathion reagieren. 
Boyland et al. s konnten in der Leber nnd Niere yon Sgugetieren Gluta- 
thion-S-Alkentransferasen nachweisen, die Glutathion auf ~,,~-unge- 
sgttigte Carbonyle fibertragen. Wenn die an sich schnel] ablaufende 
Reaktion yon 1.1-Diathoxy-4-ox0-2-penven mit Glutathion zus~tzlieh 
n0eh durch eine G]utathion-S-Transferase katalysiert wird, wirkt dieses 
Enzym sieher nicht stereospezifisch, da sich ja die beiden diastereo- 
meren Mercapturs/~uren nahezu in gleiehen Mengen bilden (vgl.: Tab. 2). 

En~sprechend dem allgemeinen En~giftnngsmechanismus 7 yon 
Mercaptursgure-bildenden Stoffen wird das Glutathionderivat nach 
Schema 1 zu einer N-Acetylcystein-Verbindung abgebaut. Die fibrigen 
vier HPE-Ace ta l -Metabo l i t en  im H a m  sirtd rnit grSl~ter Wahrscheinlieh- 
keit Zwischenprodukte dieses Abbaus. l)ber diesbezfigliche Unter- 
suchungen sowie fiber die synthetische Darstellung der beiden diastereo- 
meren N-Acetyleystein-Derivate werden wir noeh berichten. 

Die Autoren erlauben sich, Herrn Prof. Dr. E.  Schauenstein ffir sein 
Interesse an dieser Arbeit und ffir die vielen Diskussionen und wert- 
vollen Anregungen verbindlichst zu danken. Der eine yon uns (N. Scholz) 

dankt  der 0sterreichischen Biochemischen Gesellschaft fiir die Gew~h- 
rung eines Arbeitsstipendiums. 

Die Arbeit wurde mit~ Unterstfitzung des Fonds zur F6rderung der 
wissenschaftlichen Forschung, Wien, durchgeffihrt. 
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