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Isotopenversuche von Klenk und Mitarbeitern! hatten zu dem
Ergebnis gefithrt, dafl in der Ratte die essentiellen Fettsiuren Linol-
und Linolensiure durch Kettenverlingerung mit [1-1C]Acetat und Ein-
fithrung weiterer Doppelbindungen in Eicosa- und Docosapolyensiuren
vom entsprechenden Linol- bzw. Linolensiuretypus tibergefithrt werden.
Mead? postulierte fiir den speziellen Fall der Arachidonsiure auf Grund
seiner Iiitterungsversuche an Ratten mit [1-C]Linolsdure und [1-C]-
p-Linolensiure folgenden Weg fir die Synthese der Arachidonsiure:

—2 i B
Linolsiure =2y y-Linolensiure +0

Homo-y-Linolensiure

-2

H
————— Arachidonsiure

Diese Versuche in vivo erlaubten keinen Aufschlul} iiber den Me-
chanismus der Biosynthese der Polyenfettsiuren. Die oben erwihnten
Versuche hatten jedoch gezeigt, dafi die Doppelbindungen der Polyen-
sduren nicht im Verlauf des Abbaus und einer dann anschlieflenden
Kettenverlingerung der Linolsiure eingebaut werden. Vielmehr handelt
es sich um zwei Reaktionen, nimlich die Kettenverlingerung und die
Dehydrogenierungen.

In der vorliegenden Arbeit wird der erste Versuch unternommen,
die Biosynthese der Polyensiuren in die Kettenverlingerung und die
Dehydrogenierungen aufzuschliisseln und deren Mechanismus zu ana-

“ Verwendete Abkiirzungen: CoA = Coenzym A; NADH und NADPH = re-
5 J.\l(‘otnmmltl Adenin-Dinueleotid(- Phosplmt) bisher hekannt als DPNH

1713 lepnlt, Naturwissenschaften 41, 68 [1954]; diese 7. 302, 268 [19855];
B. Klenlk u. G Kremer, diese Z. 320, 111 [19607.

2 J.F. Mead, G. Stein berg u. D. R. Howton, J. biol. Chemistry 205, 633
[1953]; G. Steinberg, W. H. jr. Slaton, D. R. Howton u. J. F. Mead, ebenda
220, 257 [1956]; ebenda 224, 841 [1957]; J. F. Mead, ebenda 227, 1025 [1957];
J. . Mead u. D. R. Howton, ebenda 228, 575 [1957].
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lysieren. Die Arbeiten von Lynen? Brady* und Wakil® hatten ein-
deutig gezeigt, dafl der Aufbau der gesittigten Fettsiuren von Acetyl-
Coenzym A ausgehend durch Malonyl-CoA erfolgt, wobei im Verlauf der
Acylierung des Malonyl-CoA Decarboxylierung eintritt. Diese durch das
Synthetase-System katalysierte Reaktion verliuft im Falle der Hefe bis
Stearinsdure®. Lingerkettige Sauren wurden nicht beobachtet. Die Syn-
these verlauft im Uberstand. In jiingster Zeit berichtete Wakil? iiber
ein in den Mitochondrien lokalisiertes kettenverlingerndes Enzym-
system, das Acetyl-CoA nicht durch Carboxylierung sondern durch
Pyridoxaminphosphat aktivieren soll. In seine Hypothese bezieht Wa-
kil ebenso die Olsiure und die essentiellen Fettsiuren ein, die in die ent-
sprechenden (,,-Siuren verlingert werden sollen. Systematische Ver-
suche zur Stiitzung dieser Hypothese stehen jedoch aus.

Synthesen von markierten und nicht markierten
Ausgangsverbindungen

Fiir die im folgenden beschriebenen Versuche waren mehrere mit
( und Tritium markierte Polyensiuren und deren Coenzym-A-Ester
erforderlich, die iiber die in Schema 1 und 2 wiedergegebenen Stufen
synthetisiert wurden und deren Synthesen im experimentellen Teil be-
schricben sind. Die Synthesen fithrten zu gaschromatographisch reiner
[Tall-cis-Linolsiure (4912-Oktadecadiensiure, Verb. X), [T]y-Linolen-
saure (/8-%-12-Oktadecatriensiure, XII), [T]- und [2-14C]A**-*-Eicosa-
dien- (XIV bzw. XXa) und -4811.14 Eicosatriensiure (X VI bzw. XXb).

Die Coenzym-A-Verbindungen wurden sowohl enzymatisch® als
auch chemisch? dargestellt und charakterisiert.

Kettenverlingerung der Linolsdure zu
AL Ficosadiensiure

Die einzelnen Zellfraktionen von Rattenleber (Hungertiere) wurden
nach Standard-Methoden?. 1! préapariert und mit Linolyl-CoA und
[1-1C]Acetyl-CoA sowie den unten angegebenen Cofaktoren inkubiert,
die Fettsiuren isoliert, ihre Methylester gaschromatographisch getrennt
und die Radioaktivitit der einzelnen Komponenten gemessen. Tab. 1
gibt einen Uberblick iiber die durch die einzelnen Fraktionen inkorpo-
rierten Acetatmengen.

3 1. Lynen, J. cellular comparat, Physiol. Suppl. 54, 1, 33 [1959].

4 R. 0. Brady, Proc. nat. Acad. Sci. USA 44, 993 [1958].

5 8. J. Wakil, J. Amer. chem. Soc. 80, 6465 [1958].

¢ F. Lynen, Collogues int. Centre nat. Rech. sci. 99, 71 [1961].

7 S.J. Wakil, J. Lipid. Res. 2, 1 [1961].

8 A. Kornberg u. W. E. Pricer, J. biol. Chemistry 204, 329 [1953].

® T. Wieland u. L. Rueff, Angew. Chem. 65, 186 [1953].

10 (3. H. Hogeboom, W. C. Schneider u. G. I5. Palade, J. biol. Chemistry
172, 619 [1948].

1 P, Siekevitz, J. biol. Chemistry 195, 549 [1952].
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CH, - [CH,], - [CH : CH - CH,J, + [CH,]w - CO,CH, XVILa, b

‘ LiAlH,
!
CH, + [CH,], - [CH : CH + CH, ]a * [CH, Juut,0H XVIILa, b

1. p-CH, - O, - S0,C1
2. NaJ

'
CH,* [CH,], * [CH : CH -+ CH,Jn * [CHyJm s XIX a, b

[ HOH,(C0,0:H; )y

CH, + [CH,], + [CH : CH - CH,Ja+ [CH,Jusa - ¥CH, - CO,H XX a, b

Schema 2. Synthese von [2-1C]Eicosapolyensiuren.
armn=2, m=6; “h:n=m =3

Tab. 1. Inkubationsversuche zur Kettenverlingerung von Linolyl-CoA.
Jeder Ansatz enthielt in einem Gesamtvolumen von 3 mi: 100 uMol Kalium-
phosphatpuffer, pH 6,5, 25 pMol ATP, 150 uMol KHCO,, 15 Mol Cystein, 15 Mol
MgCl,, 0,3 Mol Linolyl-CoA, 0,3 pMol [1-1C]Acetyl-CoA (1,3 x 10 ipm), 1 pMol

NADPH, 1 uMol NADH; Inkub.: 2 Stdn. bei 37°.

nMol nMol

Zellfraktion m ipm [1-140]- | 9 Acetat | Acetat

Protein Acetat inkorp. Pro mg

inkorp. Protein

Mitochondrien . . . 25 62650 14.2 4,75 0,36
Mikrosomen . . . . 13,5 6500 1,45 0,49 0,07
Uberstand. . . . . 7.0 131900 30,6 10,2 28

Die Radioaktivititsverteilungen in den Fettsiuremethylestern der
Inkubationsansitze mit mitochondrialem und Uberstand-Protein sind
in Abb. 1a und 1b wiedergegeben.

Abb. 2 gibt die Abhingigkeit der Acetatinkorporation von der Pro-
teinmenge von Mitochondrien und Uberstand wieder.

Da bisher nur eine Synthese von gesiittigten Fettsiuren durch die
cytoplasmatische Fraktion sowohl von Lebergewebe® als auch von Hefe
heobachtet wurde, erhob sich die Frage, ob der Kettenverlingerung der
ungesittigten Fettsiuren der gleiche oder aber ein vollig anderer Me-
chanismus zugrunde liegt.

Aus der starken Abhingigkeit der Acetatinkorporation von der
HCOS-Konzentration (Abb. 3) wurde der erste Hinweis fiir die von
Lynen!? zuerst postulierte CO,-Fixierung durch die Biotin abhingige
Acetyl-CoA-Carboxylase * zu Malonyl-CoA erhalten.

* EC6.4.1.2.

2 F. Lynen, Gordon Conference Lipid-Metabolism 1958,



Bd. 333 (1963) Zur Biosynthese hochungesiittigter Fettsiuren i}

12x m?: a) Mitochondrien I
0 =
&1 kg
4y o
i P L2
7 Ho
!

1
G Gig T/ Ll Cafll1G2) CuldF) Eafel) %

NEENETEREE TR

omi=r
RN

b) biberstand

20%104 H50
51 H

B
i 9 é K0
7 7 Lo

I b / ?

a5 a
é g é 0

A i AN B

Gs Ly Lyi2h) G IF) Galll) Col30] CylhF)

Abb. 1. Radiogaschromatographische Analyse der Fettsauremethylester nach der
Inkubation mit Mitochondrien (a) und dem Uberstand (b).
Stationdre Phase: Athylenglykol-polyadipinsaureester, 185%; 60 ml Durchfluf,
Barber-Colman. Linke Ordinate und schraffierte Balken: Radioaktivitit; rechte
Ordinate und ausgezogene Kurven: %, der eingesetuten Substanzmenge.

Diese Acetatinkorporation konnte durch Avidin, NADPH- und ATP-
Entzug gehemmt werden (Tab. 2).

Die gesamte Enzymaktivitit, nimlich die der Acetyl-CoA-Carboxy-
lase und des Synthetase-Systems, ist in der zwischen 0 und 45%, Ammo-
niumsulfatsittigung prizipitierenden Proteinfraktion des Uberstandes
enthalten (vgl. Abb. 4 und Tab. 3).

Es besteht ferner der Hinweis, daB nach der Carboxylierung des
Acetyl-CoA zu Malonyl-CoA dieses auf eine SH-Gruppe des Iinzym-
proteins umacyliert wird, so wie es fiir das Hefe-Synthetase-System be-
sehrieben wurde®. Dies geht aus folgenden Versuchen hervor: Figh man
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Abb. 2. Abhingigkeit der [1-YCJAcetatinkorporation in langkettigen Fettsiuren
von der Proteinkonzentration in Uberstand und Mitochondrien.
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Abb. 3. Abhéngigkeit der [1-1C]-

Acetatinkorporation in langlketti-

gen Fettsiuren von der HCOZ-
Konzentration.

zum Inkubationsansatz 5. 10-%m p-
Chlormercuri-benzoat, so fiithrt dies zu
einer 90proz. Hemmung der Ketten-
verlingerung. Fillt man das Enzym-
protein nach 30 Min. wihrender In-
kubation mit Trichloressigsiure (End-
konzentration 5%,), isoliert die Fettsiu-
ren nach mehrmaligem Waschen des
Prizipitats mit Iproz. Trichloressig-
siure und analysiert die Ester in der
unten beschriebenen Weise (8. 87), so
findet man mehr als ein Drittel der Ra-
dicalctivitit an das Protein gebunden.
Die Aktivitdt ist in denselben Kom-
ponenten vorhanden wie in den nicht
proteingebundenen Siuren. Bei diesen
sind mehr als 50% der Radioalktivi-
tit in der C,,-Diensiure vorhanden
(Abb. 4). In Tab. 3 wird die Radio-
aktivitdtsverteilung auf die einzelnen
Ester zusammengefalit.

Die Ester wurden einmal auf
Grund ihrer spezifischen Retentions-
volumina identifiziert, ferner — und

das vor allem im Talle der C,,-Dien-

gdure — durch Cochromatographie
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Tahb. 2. Cofaktoren der [1-YC]Acetatinkorporation in langkettigen Fettsiuren.

Der vollstindige Ansatz enthielt in einem Gesamtvolumen von 1,5 ml: 0,7 mg

Uberstandprotein, 0,1 Mol Linolyl-CoA, 0,06 uMol [1-1C]Acetyl-CoA, 75 uMol

KHCO,, 10 uMol ATP, 0,2 uMol NADPH, 3 uMol MgCl,, 150 uMol Kaliumphos-
phatpuffer, pH 6,5. Inkubat.: 2 Stdn. bei 35°

nMol 9

i Y )

i [“!l k;ﬁ%ﬁ:ﬁ:&t inkux'l;uriert
vollst. Uberstand. . . . . 38200 5.7 9.4
—HEOP 5w nw s 5295 0,80 1,3
— ARG ¢ e LA 4805 0,72 12
—NADEH: . . ol - e 6300 0,94 1,7
-+ Avidin (100 y/ml) . . . 6200 0,91 1,5

[
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Abb. 4. Radiogaschromatographische Analyse der Fettsiure-methylester nach der
Inkubation mit der zwischen 0—409, Ammoniumsulfatsittigung erhaltenen
Uberstandsfraktion.
Athylenglykol-polyadipinsiureester, 175°, 60 ml DurchfluB, Barber-Colman.
Linke Ordinate und schraffierte Balken: Radioaktivitiit; rechte Ordinate und aus-

e
Gy GiEf] Gy ColZf) ColdF] Lyl

gezogene Kurve: 9 der ein tzten Subst nge; gestrichelte Linie: Cochro-
matographierter synthet, 4-14-Eicosadiensiure-methylester.

Tab. 3. Radioaktivititsverteilung in den einzelnen Fettsiure-methylestern nach
Inkubation von Linolyl-CoA und [1-*CJAcetyl-CoA mit dem Priizipitat bei 0- bis
45proz. Ammoniumsulfatsittigung.

Inkubation % Radioaktivitit in
o Cio | Cis | o | Coa (27| Cao BT | Cao 4477)

Uberstand + [1-4C)Acetat

-+ Linolsiiure. . . .| 48 435| 4,5 10 - —
Uberstand 4 [1- NC]Aue-

tyl-CoA - Linolyl-CoA | 28 22 5 40 5 —_
0—409, Sittigung

+ [1-1C]Acetyl-CoA
+ Linolyl-CoA 19 19 6 51 b —
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authentischen, durch Synthese erhaltenen /114 Eicosadiensiure-methyl-
esters (XIV bzw. XXa). Ein schliissiger Beweis dafiir, dafl die Cy,-
Dienséiure durch Kettenverlingerung der Linolsiure entstanden ist,
wurde durch den oxydativen Ozonidabbau'?® der iiber die Quecksilber-
addukte* angereicherten Polyensiuren geliefert. Die hochradioaktive
Nonandicarbonsiure (C);) konnte nur von der /**-'*-Eicosadiensiure
herrithren (Abb. 5).

30x10°

Malon- Glutar- Hork- Azelatnsdure Nonandicarbmsaure
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Abb. 5. Radiogaschromatographische Analyse der Dimethylester der Abbau-
dicarbonsiuren.
Athylenglykol-polybernsteinsiureester, 135°, 60 m! Durchfluli, Barber-Colman.
Linke Ordinate und schraffierte Balken: Radioaktivitit; rechte Ordinate und
ausgezogene Kurven: 9, der eingesetzten Substanzmenge.

Eine weitere Kontrolle wurde durch die radiogaschromatographische
Analyse der hydrierten Probe und die sich daraus ergebende Bilanz der
Radioaktivititsverteilung auf die homologen Siuren erhalten.

Aus Tab. 1 (S. 74) geht hervor, daB auch in den Mitochondrien
ein verhiiltnismiBig geringer Acetateinbau in langkettige Feftsiuren
stattfindet. Tah. 4 zeigt zusammenfassend, daf als Cofaktoren ATP,
NADPH und NADH mitwirken.

Aus Abb. 1a geht hervor, dafl neben der C,4-Diensiure noch die
(Cyo-Monoen-, Cyy-Trien- und -Tetraensiuren markiert sind. Wiihrend die
'y-Monoenséiure moglicherweise durch Kettenverlingerung der endogen
vorliegenden Olsiure entstanden ist, handelt es sich bei der Cy,-Trien-
und -Tetraensiure um Dehydrogenierungsprodukte der Cyy-Diensiure.
Bekanntlich gelingt es nicht, Mitochondrien frei von Mikrosomen zu
priiparieren.

13 5. Klenk u. W. Bongard, diese Z. 290, 181 [1952].
1 . Jantzen u. H. Andreas, Chem. Ber. 94, 628 [1961].
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Tab. 4. Inkubation von Mitochondrien mit Linolyl-CoA, [1-"*C]Acetyl-CoA und
den angegebenen Cofaktoren.
Jeder Ansatz enthielt in einem Gesamtvolumen von 3,0 ml: 0.3 ;Mol [1-¥CJAcetyl-
CoA (2,9 x 10® ipm), 1 uMol NADPH, 1 Mol NADH, 25 uMol ATP, 0,5 uMol
Linolyl-CoA, 15 uMol MgCL, 15 pMol Cystein, 150 uMol Phosphatpuffer, pH 6,5,
25 mg Protein. Inkubation: 2 Stdn. bei 30°.

] Mol Acetat
Cofaktoren ipm !Llnk‘;rpo(;eicrt.
vollst. System . . . . . . . 13600 14
AR ] s e 970 1
—NAPPRHE == i e 6800 7,0
= NADHEE LR SFRaciaie. o 9150 9,2

TIm Widerspruch zu den Versuchen Wakils? hemmte Pyridoxal-
phosphat, das nach Peterson!® synthetisiert wurde, die Acetatinkorpo-
ration um 40—709, (Tab. 5). Das folgende Experiment gab den Hin-
weis, daf auch in den Mitochondrien das Acetyl-CoA durch CO, oder
durch Transcarboxylierung von Substraten des Citronensiurecyclus zu
Malonyl-CoA ,aktiviert' wird. Mitochondrien wurden 45—60 Min. mit
steigenden Konzentrationen von Natriumfluoracetat vorinkubiert; da-
durch wurde das endogene Substrat veratmet und gleichzeitig die Aco-
nitase durch das gebildete Fluorcitrat gehemmt19, so daB kein Isocitrat
und ¢-Oxoglutarat mehr fiir die CO,-Bildung und Transcarboxylierungen
zur Verfiigung stand, Aus Tab. 5 geht hervor, daf} eine 4,5 X 10-%m
Natriumfluoracetat-Konzentration zu einer 70proz. Hemmung der Ace-
tatinkorporation fiihrte. Zu diesem Schlufl kam in jiingster Zeit auch
Hiilsmann'? auf Grund véllig anders angelegter Experimente.

Tab. 5. EinfluB des Natriumfluoracetats und Pyridoxalphosphats auf die Inkorpo-
ration von [1-MCJAcetat durch Mitochondrien.

nMol [1-1CJAcetat 5
Zusatz [mMol/l] iibraoriore ipm
ohne 14,1 13800
Pyridoxalphosphat
1 8 7750
5 8 7720
10 4,1 3985
FCH,C0,Na
1.5 9.8 9400
3,0 5.2 5000
4,5 4.0 3850

15 1. A. Peterson, H. A. Sober u. A. Meister, Biochem. Preparations 3,
34 [1953].

18 R. A. Peters, Proc. Roy. Soc. [London], Ser. B, 139, 143 [1952].

17 W. C. Hiilsmann, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 58, 417 [1962].
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Einfiihrung der Doppelbindungen

Zum Studium des Mechanismus der Einfithrung der Doppelbin-
dungen von all-cis-Konfiguration im Divinylmethanrhythmus wurden
die Coenzym-A-Derivate von [2-14C]4!1-14-Eicosadiensiure und [2-'*C]-
As11.14 Ficosatriensiure dargestellt (s. S.86) und zusammen mit ver-
schiedenen Cofaktoren und Zellfraktionen inkubiert, die ungesittigten
Fettsauren nach der Inkubation isoliert und nach der oxydativen Ozonid-
spaltung die Dicarbonsduren saulenchromatographisch getrennt und
deren Radioaktivitit bestimmt. Findet eine Einfilhrung von Doppel-
bindungen unter Umwandlung zu Arachidonsiure statt, so gibt die in
der Glutarsaure befindliche Radioaktivitat die Ausbeute an, mit der die
Dehydrogenierung verlaufen ist.

CH, - [CH,], - [CH: CH - CH,], - CH : CH - CH, - CH, - CH, - CO,H

|
l 0,/H,0,

CH, - [CH,], - CO,H + 3 HO,C - CH, - CO,H + HO,C- CH, - CH, - CH, - CO,H

In Tab. 6 sind die Ergebnisse von Inkubationen der verschiedenen
Zellfraktionen unter aeroben und anaeroben Bedingungen zusammen-
gestellt.

Da die siulenchromatographische Trennung der héheren Dicarbon-
sénuren (C;—Cy,) nicht zufriedenstellend ist, wurde diese Fraktion papier-
chromatographisch (System: Chloroform, Papier Schleicher & Schiill
2043, absteigend) analysiert. Iis stellte sich dabei heraus, dald rund
5%, der eingesetzton Alktivitit in der Korksdure vorhanden waren,

Tab. 6. Inkubationsversuche zur Bestimmung der Zellfraktionen und der Bedin-
gungen fiir die Dehydrogenierungen von A11-1. Eicosadienoyl-CoA.
Jeder Inkubationsansatz enthielt im Gesamtvolumen von 1,5 ml: [2-14C]4"119
Eicosadienoyl-CoA in der angegebenen Menge (0,1 Mol = 33000 ipm), 15 mg
Protein, 100 Mol Kaliumphosphatpuffer, pH 7,4, 10 uMol Kaliumthioglykolat;
Inkubation: 60 Min. bei 30°

h Al Aktivitat in
5 cIngonetE: Dicarbonsiuren deh iert
Zellfraktion _u[;_nmt]a; ipm] Y‘*Igf]e'““
ipm
(“11408 CS

Mitochondrien

anaerob . . . 33000 26800 395 1.2

aerob . . . . 33000 25100 180 0,5
Mikrosomen

anaerob . . . 33000 28300 750 22

aemcb . . . . 33000 27 3620 11,0

aerob . . . . 47000 33600 8020 17,0

e A 200000 144300 34500 17,2
Uberstand

aFTOb. Tt i, 33000 28400 650 2,0
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Wurde statt der Diensiiure [2-14C]48.11.14. Eicosatrienoyl-CoA mit Mikro-
somen inkubiert, so ergab sich eine Umwandlung in Arachidonsiure von
229, Abb. 6 veranschaulicht eine siulenchromatographische Trennung
der Dicarbonsiuren nach Inkubation von Mikrosomen mit [2-14C]-
1134 Eicosadienoyl-CoA unter aeroben Bedingungen. Die Malonsiure
erwies sich in allen Fillen als inaktiv.

Hipm

U=

il G010 KOH —=—

i T T T TARERRG

} 1 }
% 5% 0% 20%  CHCY in Buytanol
Abb. 6. Saulenchromatographische T'rennung der Abbaudicarbonsiuren nach der
aeroben Inkubation von [2.C]411.Ficosadienoyl-CoA mit Mikrosomen.

Abszisse: Iraktionen & 2 ml. Die Radioaktivititen sind iiber den einzelnen
K. i Eaii

v SLE!

Auller Sauerstoff erwies sich NADPH als wesentlicher Cofaktor.
Die Dehydrogenierung verliuft ferner nur am Coenzym A-Derivat der
Saure (Tab. 7).

Tab. 7. Cofaktoren der Dehydrogenasereaktion.
Der vollstandige Ansatz enthielt in 1,5 ml: 0,1 uMol [2-1*C]41-14-Eicosadienoyl-
CoA (33000 lpm) 15 mg Protein, 100 nl.'[ol Kaliumphosphatpuffer, 1 pl{ulNADPH
10 Mol Kaliumthioglykolat; Inkubation: 60 Min. bei 30

ipm %
in Glutarsaure dehydrogeniert
Vollet. System 05 TONEFREE 1, | 4650 14
— Acyl-CoA + NH,-Salz der
A1 Eicosadiensdure. . . . . . 1445 45
BENADPHL. . ot ite ia o « 1620 5,0
i —NADPH+ NADH. . ... .. 2200 6,5
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Die genannten Cofaktoren O, NADPH und Coenzym-A-Derivat
sind identisch mit den von Bloch!®. 19 fiir die Dehydrogenierung von
Stearin- zu Olsiure und Ol- zu Linolsidure ermittelten Faktoren, eine
Reaktion, die an Hefe studiert wurde.

Die Umwandlung von Olsiure in Linolsiure in der Hefe geht mit
der Einfithrung einer Doppelbindung in Richtung auf das Methylende
einher. Zur Klirung der Frage, ob Linolsiure zu Linolensiure dehydro-
geniert werden kann, wurden CHy-terminal markiertes [T]Linolyl-CoA
und [T]y-Linolenyl-CoA unter den schon beschriebenen Bedingungen
inkubiert und dann die ungesiittigten Fettsiiuren dem reduktiven Ozonid-
abbau unterworfen. Die dabei erhaltenen Aldehyde wurden iiber die
2.4-Dinitro-phenylhydrazone siulenchromatographisch?® getrennt und
_die einzelnen Fraktionen erneut durch Diinnschichtchromatographie
mit umgekehrten Phasen gereinigt. Die gelben Hydrazone wurden kata-
Iytisch reduziert und die Radioaktivitit der einzelnen Fraktionen im
Scintillationsziihler bestimmt. Wird eine Doppelbindung in Stellung 15
der Linolsiure eingefiihrt, so sollte T-markierter Propionaldehyd auf-
treten, findet eine Hydrierung zur Olsiure statt, so entsteht [T]Pelargon-
aldehyd. BEs wurde ausschlieflich [T]Hexanal isoliert, womit eine De-
hydrogenierung auf das Methylende hin unter den hier angewandten
Versuchsbedingungen ausgeschlossen werden kann. In-vivo-Versuche
von Klenk und Kremer? fithrten zu dem gleichen Ergebnis.

Boeschreibung der Versuche

ATP, NADP?, NAD?, Coenzym A (CoA), Glucose-G-phosphat, Alkohol- und
Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase wurden von der Firma Boehringer, Tngelheim,
bezogen. NADP? und NAD® wurden enzymatisch reduziert. Pyridoxalphosphat
wurde nach Peterson et al.!®, Avidin nach Wooley und Longsworth® dar-
gestellt.

Die Proteinbestimmung erfolgte mit Hilfe der quantitativen Biuret-
Reaktion nach Beisenherz et al.®®, Die Zellfraktionierung wurde nach Hoge-
boom, Schneider und Palade!?, die Praparation von Mikrosomen nach Sicke-
vitz!! ausgefiihrt.

Die aeroben Inkubationen erfolgten in Schliffzentrifugenglisern, anaerobe
Inkubationen in Thunberg-Rohren im Thermostaten.

Die Radioaktivititsmessungen sowohl der wasserloslichen Coenzym-A-
Derivate und Dicarbonsiuren als auch der toluollgslichen Fettsiuren und deren
Ester wurden mit dem Fliissigkeitsscintillationsziihler (Tricarh Model 314, Paclkard)
durchgefiihrt. Als Phosphore dienten 2.5-Diphenyl-oxazol (POP) (4 g/l) und 1.4-
Bis-[5-phenyl-oxazolyl-(2)]-benzol (POPOP) (0,1 g/l) in Toluol oder Dioxan. Wasser-
unlésliche Verbindungen wurden mit einem kleinen Volumen Dioxan in Lésung
gebracht und 5 baw. 10 m! Toluollssung zugefiigt. Die Zahlausbeute (mit ["C]-
Benzoesiiure bestimmt) betrug bei der Fensterbreite 10—60 V bei Tap 4 konstant
5294, fiir Tritium bei 10—60 V und Tap 7 10%,.

18 D, K. Bloomfield u. K. Bloch, J. biol. Chemistry 235, 337 [1960].

19 Ch, Yuan u. K. Bloch, J. biol. Chemistry 286, 1277 [1961].

20 [, Klenk u. H. Brockerhoff, diese Z. 310, 153 [1955].

21 B, Klenk u. . Kremer, noch unverdffentlicht.

2 P, W. Wooley u, L. G. Longsworth, J. biol. Chemistry 142, 285 [1958].

23 (3, Beisenherz, H, J. Boltze, Th. Biicher, R. Czok, K. H. Garbade,
E.Meyer-Arendt u. G. Pfleiderer, Z. Naturforsch. 8b, 555 [1953].
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Die Radiopapierchromatogramme wurden teils mit dem Radiopapier-
chromatographen FH 452 (Frieseke & Hoepfner) in Verbindung mit dem Methan-
durchflufizihler FH 407, dem StrahlungsmeBgeriit FH 49 und einem Metrawatt-
Schreiber ausgewertet. Chromatogramme tritiummarkierter Verbindungen wurden
in 1 cm breite Streifen zerschnitten und in der Scintillatorlésung mit dem Tricarb-
Geriit. ausgewertet.

Die radiogaschromatographischen Analysen wurden auf dem Barber-
Colman Gerit Model 10 so ausgefiihrt, dal der zu den einzelnen Komponenten des
Gemisches gehirende Trigergasstrom vom Detektor iiber eine beliebig heizbare
kurze Kapillare direkt in die Seintillationsfliissigkeit strimte. Es wurde so eine
fast quantitative Riickgewinnung der aufnreuagenen Radioaktivitit, eine saubere
Trennung sowohl der langkettigen Fettsiuremethylester als auch der Abbau-
rI|carhonmuro—dlmetlu{cqter erzielt,

Synthesen der tritiummarkierten Polyensduren

[T]1-Brom-octin-(2) (VII): Pentin-(1)-0l-(5) (LI) wurde nach Vogel®!
iiber Tetrahydrofurfurylehlorid (I) durch Natriumamid dargestellt. Kataly-
tische Rednktion von IT iiber Platinoxyd in einer Tritiumatmosphire fiihrte zu [17]-
Amylalkohol (ITT) mit einer spezif. Aktivitit von 2.3 uC/uMol. [TIn-Amyl-
bhromid (IV) wurde durch Bromierung von ITI mit 48proz. Bromwasserstoffsiure
in 90proz. Ausbeute gewonnen, Sdp. 74, 78°, 720 = 1,4440, spezif. Akt. 2,3 uC/uMol.

2-[Propin-(2)-yloxy]-tetrahydro pyran (V) erhielt man durch Realk-
tion von dquimolaren Mengen von 2.3-Dihydro-pyran und frisch dest. Pro-
pargylalkohol mit Phosphoroxychlorid als Katalysator in 85proz. Ausbeute.
Bdpagy 787, 120 — 1.4560.

Durch Kupplung von IV und V mit: anschlieender Sinrehydrolyse des Pyra-
nylathers wurde [T]Oktin-(2)-o0l-(1) (VI) erhalten: 2,10 g (0,30 g-Atome) Li-
thium wurden im Dreihalskolben, der mit Riihrer, Tropftrichter und Natronkalk-
rohr versehen war, unter Riihren und Kiihlung anf —35° in etwa 300 ml fliissigen
Ammoniak in kleinen Teilen wihrend 15 Min. eingetragen, nachdem zu Beginn
eine Spatelspitze Eisen(II1)-nitrat zugesetzt wurde. Nach 1stdg. Riihren wurden
35,0 g (0,256 Mol) V innerhalb von 30 Min. zugetropft. Nach 4 Stdn. wurden 19,5 g
(0,12 Mol) IV wiithrend 20 Min. eingetropft und dann nach weiteren 5 Stdn. Riihren
das Ammoniak unter Zutritt von Luftfeuchtigkeit tiber Nacht abdampfen gelassen.
Das Reaktionsprodukt wurde in Ather aufgenommen, vom Losungsmittel wieder
befreit, mit 25 mi 25proz. H,80, und soviel Methanol versetzt, daB ein einphasiges
'wstem entstand. Diese ung wurde 30 Min. hei Zimmertemperatur gerithrt und
eine weitere 1/, Stde. unter RiickfluB gekocht. Nach dem Sattigen der wiiBr. Phase
mit Kochsalz wurde VI in Ather aufgenommen, bis zur Neutralitit gewaschen,
iiher Natriumsulfat getrocknet, das Lisungsmittel abgedampft und durch frak-
tionierte Destillation als farblose Flissigkeit vom Sdp.,, 91—949, »30 — 1,4561
erhalten. Aush.: 11,8 g (94 mMol) oder 789, d. Th.

11,2 g (89 mMol) [T]-Oktinol (VI) wurden in 20 m! trockenem Ather und
1,75 ml trockenem Pyridin geltst und 9.8 g (36mMol) Phosphortribromid innerhalb
von 30 Min, unter Riithren bei —20° zugetropft, das Rcakhmmgemisuh anschlieBend
noch 2 Stdn. unter Riickflufi gekocht und dann auf Eis gegossen. Das Produkt
wurde in Ather aufgenommen, die Lésung mit Natriumhydrogencarbonat und
Wasser neutral gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet, die Lésung eingeengt
und der Riickstand fraktioniert destilliert, Ausb.: 11,9 g (63 mMol) [T]Oktin-
bromid (VII), Sdp.;, 90—01° 2§ = 1,4862; spezif. Akt. 2,3 uC/uMol. Die Ver-
bindung ist gnschmmutogmphmch rein.

[T11-Brom-undecadiin-(2.5) (VIIT): In einem 250-ml-Dreihalskolben,
der mit Rithrer, Kiihler und Tropftrichter ausgeriistet war, wurden 4,8 g (0,2 g-

AL T, Vogel, Practical Organic Chemistry 8. 901, Longmans, Green & Co.,
New York 1956.

6*
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Atome) Magnesium mit 50 m? trockenem Tetrahydrofuran iiberschichtet, auf —5°
gekiihlt und unter AusschluB von Luftfeuchtigkeit 21 g (0.2 Mol) Athylbromid
in 20 mi Tetrahydrofuran wihrend 45 Min. zugetropft und noch 3 weitere Stdn.
bei Zimmertemperatur geriihrt. Eine Losung von 6,1g (0,1 Mol) Propargyl-
alkohol in 50 ml Tetrahydrofuran wurde innerhalb von 30 Min. bei 0° zugefiigt,
3 Stdn. unter Stickstoff bei Zimmertemperatur geriihrt und dann zum Grignard-
Komplex 500 mg Kupfer(I)-cyanid gegeben. Nach 10 Min. wurden 9,3 g (0,05 Mol)
[T]10ktinbromid (VII) in 30 mé Tetrahydrofuran bei Zimmertemperatur inner-
halb von 15 Min. zugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde 24 Stdn. in N,-Atmo-
sphire unter RiickfluB zum Sieden erhitzt. Der Grignard-Komplex wurde dann
mit eiskalter 2rn H,S0, zerlegt, das Reaktionsprodukt mit Ather extrahiert, die
Losung 3mal mit Wasser gewaschen, iiber Na,80, getrocknet, eingeengt und
destilliert. Ausb.: 6,5g (47 mMol) [T]Undecadiin-(2.5)-01-(1), Sdp.,, 92,
nf# = 1,4810. Der Alkohol wurde wegen seiner grofen Sauerstoffempfindlichkeit
sofort bromiert: Zu 6.5 ¢ (45 mMol) [T]Undecadiinol in 20 ml trockenem Ather
und 1,0 m{ Pyridin wurden bei —20° unter Riilren 5,6 g (25 mMol) Phosphor-
tribromid innerhalb von 30 Min. zugetropft, 2 Stdn. unter Riickfluli gekocht und
dann auf Eis gegossen, Das Bromid (VIII) wurde in Ather aufgenommen, mit
5proz. NaHCO,-Lisung und Wasser gewaschen, tiber CaCl, getrocknet, eingeengt
und der Riickstand fraktioniert destilliert. Sdp.,,; 86% #ff = 1,5155. Ausb.: 4,6 g
(21,5 mMol) = 819, d. Th., spezif. Akt. 2,3 uC/uMol, Das Bromid ist gaschromato-
graphisch rein,

9-Decinsiure (IX): Aus 75 g (0,40 Mol) Undecylensiure wurden durch
Bromierung, Enthalogenierung mit Natriumamid in flissigem Ammoniak [aus
41 g (1,7 Mol) Natrium in 1,57 NH,] und Aufarbeitung in der iiblichen’ Weise
60,0 g (0,37 Mol) 10-Undecinsiiure vom Sdp.,,, 139 gewonnen. Veresterung
mit 5proz. methanol. Salzsiure ergab 63,0 g (0,32 Mol) 10-Undecinsiure-
methylester vom Sdp.,,, 97°%

11.11-Diphenyl-undecen-(10)-in-(1) wurde nach Khan®® durch Grignard-
Reaktion mit Phenylmagnesiumbromid dargestellt und dann mit Chromfrioxyd
zu 9-Decinsiure (IX) oxydiert. Aush.: 489, d. Th.; Sdp.,., 88% nf) = 1,4569.

6-Heptinsiure (XI): 1-Chlor-4-brom-butan wurde aus Tetrahydro-
furan?® synthetisiert, das 6-Chlor-hexin-(1) durch Reaktion des Chlorbrom-
butans mit Natriumacetylid; Sdp.s, 144°, n3) = 1,4480. Das Chlorhexin wurde
unter Riihren so zu Natriumeyanid in Dimethylsulfoxyd?® getropft, daB die Tem-
peratur 1400 nicht iiberstieg. Das Reaktionsgemisch wurde 2 Stdn. bei 120° erhitzt
und das Produkt auf Lis gegossen, mit Ather extrahiert. die vereinigten Ansziige
wurden mit gesiitt. Kochsalzlsung 2mal gewaschen und iiber CaCl, getrocknet.
Das 6-Heptinsidure-nitril-(1) wurde sofort mit 15proz. methanol.-wilir. KOH-
Losung durch 24stdg, Kochen unter Riickflufl verseift. Nach Abtrennen des Un-
verseifbaren wurden durch Destillation 10,5 g (84 mMol) 6-Heptinsiure (XI)
erhalten. n2) = 1,4510. Der Methylester von XI (n) = 1,4386) war gaschromato-
graphisch rein.

[T]9.12-Octadecadiinsiure-methylester: Die Kupplung wurde in An-
lehnung an die Methode von Osbond?®® durchgefithrt. 2,45 ¢ (0,1 g-Atom) Mag-
nesiumepiine wurden in einem mit RiickfluBkiihler, Rithrer und Tropftrichter ver-
schenen 250-mi-Dreihalskolben mit 30 ml trockenem Tetrahydrofuran iiber-
schichtet und unter Ausschluf von Luftfenchtigkeit 12 g (0,11 Mol) Athylbromid
in 10 ml Tetrahydrofuran wihrend 1 Stde. unter Rithren zugetropft. Nach dem

28 N. Khan, Org. Syntheses 82, 104 [1952].

26 N[, 8, Newman u. J. H. Wotiz, J. Amer. chem. Soc. 71, 1202 [1949].

27 R. A. Smiley u. Ch. Arnord, J. org. Chemistry 25, 257 [1960].

2 T. M. Osbond, P. . Philpott u. I. C. Wickens, .J. chem. Soc. [London]
1961, 2797.
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Anspringen der Reaktion wurde auf —5° gekiihlt. Nach Zugabe des Athylbromids
wurde noch weitere 3 Stdn. geriihrt, dann eine Losung von 8,4 g (50 mMol) 9-De-
cingiure (IX) in 25 ml Tetrahydrofuran withrend 30 Min. bei 0° eingetropft und
weitere 3 Stdn. geriihrt. Nach Zugabe von 1,0 g Kupfer(l)-cyanid wurde eine
Losung von 4,75 g (26 mMol) [T]Octinbromid (VII) in 15 ml Tetrahydrofuran
zugetropft und das Reaktionsgemisch 24 Stdn. unter RiickfluB erhitzt. Das Tetra-
hydrofuran wurde weitgehend im Valk. abdestilliert und der Grignard-Komplex
bei 0° mit 2n H,80, zerlegt. Das Reaktionsprodukt wurde in Ather aufeenommen,
die Sauren mit 22 NH,OH aus dem Ather extrahiert und unter Kiihlung mit
2n H,80, in Freiheit gesetzt. Sie wurden in Ather aufgenommen, iiber Na,S0,
getrocknet und nach dem Abdampfen des Lisungsmittels mit Sproz. methanol.
Salzsiiure in der tiblichen Weise in die Methylester iibergefiihrt. Der 9-Decin-
siure-methylester wurde in einer fiir kleine Mengen eigens konstruierten
Apparatur®® durch Molekulardestillation bei 60°/0,03 Torr gereinigt und der
Octadecadiinsiure-methylester bei 90—1109/10-4 Torr destilliert. Er war gaschro-
matographisch rein. Ausb.: 4,52 g (15,5 mMol) [T]9.12-Octadecadiinsiure-
methylester, 629, d. Th.; »%) = 1,4681. Spezif. Akt. 2,3 pC/uMol.

[T)all-cis-A*1%-0Octadecadiensiure-methylester: 4,52g (15 mMol)
des Diinsiuremethylesters wurden in 50 ml Methanol gelést und tiber 2 g Lindlar-
Katalysator®®, der mit 50 mg Chinolin vergiftet war, halbhydriert. Die theoretische
Wasserstoffmenge (685 mi H,) wurde innerhalb von 25 Min. aufgenommen. Der
Katalysator wurde abfiltriert, das Methanol im Vak. abgedampft, der Riickstand
in Petrolither aufgenommen, die petrolitherische Liisung mit 2n HCI vem Chinolin
befreit, mit Wasser gewaschen, iiber Na,80, getrocknet und dann eingeengt. Der
Riickstand wurde der Molekulardestillation®® unterzogen, Badtemperatur 100 bis
115°/10—* Torr, Das Destillat bestand aus dem gaschromatographisch reinen, farb-
losen [T]Linolsdure-methylester. Das IR-Spektrum wies keine trans-Bande
bei 965 cm—1 auf. Ausb.: 4,25 g (14 mMol) oder 3% d. Th.; n3? = 1,4606, spezif.
Akt. 2,3 pC/uMol.

[T]45-92.Octadecatriensdure-methylester: Wie fiir [T]4%1*-Octade-
cndiinsiaure-methylester beschrieben, wurden 8,8 g (70 mMol) 6-Heptinsaure
(X1I) und 10,3 g (44 mMol) [T']1-Brom-undecadiin-(2.5) (VIII) kondensiert. Jedoch
wurde die Dauer der Kondensationsreaktion auf 8 Stdn. beschrinkt. Aush.: 9,1 ¢
(33 mMol) oder 759, d. Th. Die gegen Luftsanerstoff sehr empfindliche Siure wurde
#ofort in einer Stickstoffatmosphiire mit HCl-Methanol verestert und destilliert.
Der Ester wurde sogleich unter den beschriebenen Bedingungen halbhydriert. Da
Oxydationsprodukte sehr leicht zur Vergiftung des Lindlar-Katalysators fiihren,
wurde die methanol. Lisung des Triinstiureesters vor Beginn der Hydrierung mit
1 g Katalysator ader Tierkohle geschiittelt, unter Stickstoff schnell abfiltriert und
dann hydriert, Nach Abtrennen des Chinoling wurde der p-Linolensiure-me-
thylester destilliert (Badtemperatur 110—120°%10-4 Torr), 233 = 1,4682. Der
Ester war gnaclu'omu.tngmphiaoi rein.

Die freien Siiuren X und XIT wurden durch Verseifung des [T]Linolsiure-
und [T]y-Linolensiure-methylesters in der iiblichen Weise dargestellt.

[T]Aan-B.Bicosadiensiiure (XIV) und [T]A%1M.Ricosatriensiure
(XVI) wurden nach der gleichen Methode aus VII und XTIT bzw. VIIT und XV
in 50- bzw. 65proz. Ausbeute synthetisiert. Die Methylester waren gaschromato-
graphisch rein.

Synthesen der [2-1C]Eicosapolyensiuren®

Octadecadien-(0.12)-01-(1) (XVIIIa): Durch TLiAlH,-Reduktion von
4,80 g (16 mMol) Linolsiure-methylester (XVIIa; Hoffmann-LaRoche) wurden

:: % %olﬂ;ﬁh&uer, Dissertat., Um;. Kiln 1960,
. Lindlar, Helv, ohim, Acta 85, 446 [1952].
L O Kle'nk!& H. Mohrhauer, diese Z. 820, 218 [1960].
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3.70 ¢ (14 mMol) XVILLa erhalten. Das IR-Spektrum wies keine Carbonylbande
bei 1680 em~1 auf. Der Tosylester wurde in Pyridin dargestellt und sofort in das
1-Jod-octadien-(9.12) (X1Xa) iibergefiihrt.

[2-14C] AL Eicosadiensiure (XXa): 1,13 g (3mMol) XTXa und 320 mg
(2 mMol) [2-MC]Malonsiure-diithylester wurden in die Malonestersynthese ein-
gesetzt. Nach der Veresterung mit 5proz. methanol. Salzsiure wurde der Ester
durch Molekulardestillation gereinigt. Aush.: 395 mg (1,28 mMol [2-1C]AM-1-
Ricosadiensiure-methylester oder 649 d. Th. Spezif. Akt, 1,6 > 10° ipm/mg oder
0,48 pC/uMol. Der Ester war gaschromatographisch rein.

[2-1C )48 1. Bicosatriensiure-methylester: Octadecatrien-(6.9.12)-
ol-(1) (XVIIIb) wurde durch LiAlH -Reduktion des durch Synthese erhaltenen in-
aktiven y-Linolensaure-methylesters (XVITh) dargestellt.

Tosylester und Jodid (XIXb) wurden wie beschrichen dargestellt. Aus
500 mg (1.5 mMol) [2-1C]Malonsiure-didthylester wurden 230 mg (0,77mMol)
durch Destillation gereinigter [2-14C]A4%11. 4. Bicosatriensiure-methylester
mit einer spezif. Aktivitiit von 0,65 uC/ublol erhalten.

[1-MC]Acetyl-Coenzym A% 10 mg (13 pMol) Coenzym A wurden in
2 ml 0,ln KHCO,-Lésung mit 2 mg NaBH, bei 0° reduziert und zur gekiihlten
Lésung 1,5 mg (15 zMol) [1-1C]Essigsiaure-anhydrid geriibrt, die Losung auf
pH 2 eingestellt, das Dioxan im Vak. abgedampft und die wilfirige Lisung lyo-
philisiert. Das [1-4C]Acetyl-CoA wurde papierchromatographisch (System 0,1m
Acetatpuffer, pH 4,5/06proz. Athanol 1:1 bei 0—2° absteigend, Schleicher &
Schiill 2043b) gereinigt. Die Zone mit dem Ryp-Wert von 0,54 wurde nach dem
Trocknen im Kiihlraum eluiert und lyophilisiert. Auf Grund der Radioaktivitits-
messung betrug die Ausbeute 8,5 Mol [1-1C]Acetyl-CoA oder 659, d. Th. Spezif.
Akt. 10 pC/uMol.

Die Coenzym-A-Thioester der [T]Linol-, [T]p-Linolen-, [2-MC]A%-14-
Ficosadien- und "[2-4(]A48-1L 14 Eicosatriensiure sowie der inaktiven Linolsiure
wurden sowohl enzymatisch® 1% als auch chemisch® mit folgenden Ausbeuten
synthetisiert:

Ausbeute [95] spezif, Alt.

enzymat. | chemisch [ipm/pMol |

[T]Linolyl-CoA . . . - & & - . GO 4 4,2 x 10®
[T]y-Linolenyl-CoA . . . . . . a5 58 1,12 x 10¢
[2-110]411-14-Eicosadienoyl-CoA . 55 0,24 x 108
[2-1C] 481114 Ricosatrienoyl-CoA 60 S ,25 % 108

Durch Papierchromatographie liefen sich die vier CoA-Derivate in den
Systemen Tsopropylalkohol/Pyridin/Wasser 1:1:2 (Rg = 0,68—0.70) und Athanol/
0.1m Acetatpuffer, pH 4,5, 1:1 (Ry = 0.50) nicht voneinander trennen. Die Ver-
bindungen sind leicht wasserléslich und bei pH 7.0, —20° und unter Stickstoff
monatelang halthar. Die Ausbeute an inaktivem Linolyl-CoA wurde mit der ver-
zisgerten Nitroprussid-Reaktion® oder besser dem fiir langkettige Fettsiurcester
abgeiinderten Hydroxamattest® bestimmt, die Ausbeute an chemisch syntheti-
siertem Linolyl-CoA spektrophotometrisch?®®, wobei die molaren Extinktionen fiir
Palmitoyl-CoA bei 260 my (B = 16,4 > 10° em?/Mol) und 230 mp (£ = 0,4 x 10°
em?/Mol) der Bereehnung zugrunde gelegt wurden.

3 [, J.Simon u. D. Shemin, J. Amer. chem. Soc. 75, 2520 [1953].
# F_Lynen, Liebigs Ann. Chem. 574, 33 [1951].

3 M. M. Rapport u. N. Alonzo, J. biol. Chemistry 217, 193 [1955].
35 W. Seubert, Biochem. Preparations 7, 80 [1960].
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Isolierung der Fettsiduren: Die Inkubationsansitze wurden mit 1—2 mi
L0proz. methanol. KOH 2 Stdn. in N,-Atmosphéare unter Riickflul gekocht, Un-
verseifbares mit Petrolither ausgeschiittelt, die alkeholische Lisung mit 2n HCI
angesiiuert und 3mal mit Petrolither ausgeschiittelt, die vereinigten Petrolither-
extrakte tiber Na,S0, getrocknet und eingeengt. Der Riickstand wurde sofort mit
BF,-Methanol verestert und die Ester in der iiblichen Weise isoliert. Wenn erforder-
lich, wurde auf dieser Stufe mit Petisiuremethylestern, die aus der gleichen fiir die
Inkubation verwendeten Zellfraktion gewonnen waren, verdiinnt.

Trennung der gesittigten Monoen- und Polyenfettsiuren iiber
die Quecksilber-Addukte!t: Die Methylester wurden mit 2 m{ einer 2proz. methanol.
Quecksilber(IT)-acetat-Losung 4 Stdn. bei 50° im Brutschrank und 36 Stdn. bei
Zimmertemperatur jm Dunkeln inkubiert. Das Losungsmittel wurde vollstiindig
im Vak. bei 25—30" abgedampft, der Riickstand 3mal mit je 2 mi Benzol extrahiert
und die vereinigten Iixtrakie auf eine Kieselsiure-Siule (2 g) aufgetragen. Die
gesitt. Bster wurden frontal mit Benzol (30 mi Benzol) und die Monoene mit Ather
cluiers. Die Elution der Monoene erwies sich dann als vollstandig (gaschromato-
graphische Analyse), wenn der Tipfeltest des Eluates mit einer 2proz. Diphenyl-
carbazonlosung (aus 100 mg Diphenylearbazid in 5 ml 10proz. methanol. KOH
kurz aufgekocht) negativ war. Die Polyenfettsiure-methylester-Addukte wurden
mit 20 m{ Sproz. Kisessig in Athanol frontal eluiert.

Nach dem Abdampfen des Lisungsmittels der einzelnen Fraktionen wurden
die Addukte mit 2 ml konz, Salzsivure, 2 mi Wasser und 4 ml Methanol sowie 5 mi
Petrolither (30—60° 60 Min. geschiittelt und die regenerierten Fettsédureester
nach Abdampfen des PPetrolithers erhalten.

Die Radioalktivititaverteilung auf die einzelnen Komponenten wurde, wie be-
achrieben, gaschromatographisch hestimmt. Ein aliquoter Teil wurde in einer
Mikrohydrierapparatur vollstindig hydriert und ebenfalls zur Kontrolle radio-
unschromatographisch analysiert.

Oxydativer Abbau der Polyenfettsiuren;: Die Methylester der Polyen-
situren wurden mit 0,5% moethanol, XOH in der iiblichen Weise verseift und an-
schlieflend dem oxydativen Ozonidabbau unterworfen!?. Die Monocarbonsiuren
wurden mit Petrolither von dem dabei anfallenden, in Methanol-Wasser 1:1 ge-
listen, Dicarbonsiiuregemisch abgetrennt. Die Dicarbonsiureltsung wurde bis zur
Trockne eingedampft (Temp, < 40%), mit Diazomethan verestert und dann gas-
chromatographisch in Verbindung mit der Radioaktivititsmessung analysiert.

Reduktiver Ozonidabbau: Bin aliquoter Teil der in Methylenchlorid bei

20" ogonisierten Polyensituren wurde abpipettiert und zur Ozonidlgsung 20 bis
30 mg Triphenylphesphin in 2 m{ Methylenchlorid gegeben. Nach 4stdg. Stehen-
lassen bei Zimmertemperatur wurde zur Losung 1 m/ alkohol, 3.4-Dinitro-phenyl-
live m'/.,il'l—f_‘iisung gefiigh, kriftig durchgeschiittelt, loarze Zeit auf 60° erhitzt und
nuch 2 Stdn. mit & mil 25 H,80, verdiinnt. Die Dinitrophenyl-hydrazone wurden
mit nitromethangesiitt,  Petrolit) ill)l (60—80°%) extrahiert, Aldchydsiiuren mit
Hproz. NaHCO, mmgum,lulltrll\. die Lisung tiber Na,80, getrocknet, eingeengt,
anf 10 ml u.ui'ge[ullh und ein aliguoter Teil des Hydrazongemisches nach Kepner 34
durch Verteilungschromatographie getrennt. Die cinzelnen Fraktionen erwiesen
sich im Dun1Lsc]u('lli.nhmmammﬂmm stets mit Hydrazonen anderer Kettenlinge
verunreinigt:, Aliquote Teile jeder Fraktion wurden daher durch Diinmschicht-
chromatographie mit umgokehrten Phagen gereinigt: Die Dinitrophenylhydrazone
(bis zu 500 ) wurcden als Flock oder aber strichformig auf der Startlinie einer mit
einer Sproz. petraliither. Vaselinltsung imprignierten Kieselgel-Schicht aufgetragen
tnd in Methanol/Wasger §:1 oder 7: 1 entwickelt., Die gelben Flecken oder Banden
wurden von der Gladplitto gu fativ in ein Reagenzglas fibergefithrt, mit Benzol
aluiert, die Konzentration lalovimetrisch hestimmt29 oder aber die Lisung im Vak.

46 N, G Hnwlking, A, Dingmoor-Webb u. R. Kepner, Analytic. Chem.
28, 1075 [195G],
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eingeengt, in Athanol gelost und iiber PtO, katalytisch in der Mikrohydrierappa-
ratur hydriert. Die farblose Liosung wurde mit methanol. Salzsiure angesauert und
zur Troekne eingeengt. Der farblose Riickstand wurde quantitativ mit einer Dioxan-
Toluol-Scintillatorlsung in ein Zihlglaschen gebracht und die Radioaktivitat ge-
messen. Auf diese Weise war eine einwandfreie Messung der Aktivitat der Dinitro-
phenylhydrazone von tritinmmarkierten Abbaualdehyden ohne jeden Quench-
effekt moglich.

Zusammenfassung

Tn Versuchen in vitro konnte gezeigt werden, daf Linolyl-Coenzym A
su A1 Ficosadienséure durch ein im Uberstand von Rattenleber be-
findliches Enzymsystem nach dem fiir die Synthese gesittigter Fett-
siuren giiltigen Mechanismus durch Malonyl-CoA verlingert wird. Die
Dehydrogenierung von £1-4-Eicosadienoyl- und /8111 Eicosatrienoyl-
Coenzym A verlauft in einer sauerstoff- und NADPH-abhingigen Re-
aktion in den Mikrosomen. Linolsdure wird nicht zu Linolensiure de-
hydrogeniert, wodurch ein Ubergang von Polyensiure des Linolsaure-
typus in solche des Linolensiuretypus ausgeschlossen wird.

Summary

In vitro studies showed that in the conversion of linolyl-coenzyme A
to AL eicosadienoic acid by an enzyme system in the soluble fraction
of rat liver, the chain is extended by malonyl-CoA, analogous to the syn-
thesis of saturated fatty acids. The dehydrogenation of 4*!4-cicosadien-
oyl- and 814 gjcosatrienoyl-coenzyme A oceurs in the microsomes
and is oxygen and NADPH-dependent. Linoleic acid is not dehydro-
genated to linolenic acid; the conversion of polyunsaturated acids of the
linoleic type to those of the linolenic type is thus excluded.

Priv.-Doz. Dr. Dr. W.Stoffel, Physiologisch-Chemisches Imstitut der Uni-
versitit Koln, 5 Koln-Lindenthal, Joseph-Stelzmann-Strafle 52.



