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Die Biosynthese der Ol-, Linol- und y-Linolensiure
in Phycomyces blakeslecanus
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{Der Schriftleitung zugegangen am 15, Dezember 1004)

Der Mechanismus der sterco- und stellungsspezifischen Olefinie-
rungsreaktion an gesdttigten und ungesdttigten Fettsduren stellt eines
der noch ungelosten Probleme im Verlauf der Biosynthese der einfach
und hoher ungesittigten Fettsiuren dar. Diese Reaktion fiihrt zur Bil-
dung von Palmitolein- ans Palmitinsdure und von Ol- aus Stearinsiure.
Die Cyg-, Cqy- und Cyp-Polyensinren in tierischen Organlipoiden entstehen
iiberwiegend aus der Linol- und der Linolensiure, Fettsiuren, die wegen
der Unfihigkeit des tierischen Organismus, diese beiden Séuren oder
geeignete Vorstufen zu bilden, essentiell sind.

Bloch und Mitarbeiter® hahen gezeigh, dafi Monoensiuren (Pal-
mitolein-, Ol und Vaceensiure), die als einzige ungesittigte Fettsiuren
im Bakterienreich vorkommen, auf zwei Wegen synthetisiert werden:
1. auf anaerobem Wege: f.p-ungesittigte Substrate mit Kohlenstofi-
ketten mittlerer Linge werden durch Kettenverlingerung in die vorhin
genannten Monoensauren umgewandelt; 2. der von vielen Bakterien,
photosynthetischen und tierischen Organismen beschrittene aerobe Weg,
eine Desaturierung, die obligat Sauerstoff benotigt.

Auf den ersten Blick weisen die enzymatischen Reaktionen in der
Hefe, in deren Verlauf aus Stearin- und Palmitinsiure die entsprechenden
in Stellung 9 ungesittigten Siuren entstehen?, und die im tierischen
Organismus an die mikrosomale Fraktion gebundene Reaktion, die zor
Bildung von Arachidonsiure aus Hicosadien-(11.14)- und Eicosatrien-
(8.11.14)-sdure fithren?, die gleichen Cofalktoren, Sauerstoff und redu-
ziertes Nicotinamid-adenin-dinucleotid-phosphat, auf. Sie wurden daher
den . mixed function oxidase reactions' zugeordnet!, obwohl bisher
keine Hydroxylierungsprodukte nachgewiesen werden konnten. Cha-
rakteristisch fiir die im tierischen Organismus ablaufenden Olefi-
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3 W. Stoffel, Biochem. biophys. Res. Commun. 6, 270 [1961]; diese Z. 333,
71 [1963].

! M. Hayano u. O. Hayashi, Oxygenases, S. 237, Academic Press, New
York 1962.
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nierungsreaktionen ist jedoch, daB hierbei Doppelbindungen in eine
Polyensiure in Homoallylstellung nur in den Carboxylteil und nicht in
den Methylteil des Molekiils eingefithrt werden. Uberginge einer Polyen-
fettsdurefamilie in die andere treten nicht ein, wie dies mit terminal
tritiummarkierten Verbindungen in vitro® und mit “C-markierten Ver-
bindungen im Experiment in vivo® bewiesen wurde. Anders verlaufen
diese Desaturierungen im Pflanzenreich. Bloch® konnte mit Hilfe
eines Hefestammes die Umwandlung von Ol- in Linolsiure zeigen, also
die Einfithrung einer Doppelbindung in den Methylteil der Olsaure.
Stumpt® golang die in-vitro-Biosynthese der Linolsdure aus Olsiure
mit Chloroplasten.

Auf der Suche nach einer geeigneten Quelle fiir unsere enzymatischen
Studien iiber die Olefinierungsreaktion bot sich der von Bernhard?
schon vor einigen Jahren eingehend untersuchte Schimmelpilz Phyco-
myces Ulakesleeanus an. Wihrend in pflanzlichen Zellorganellen vor-
wiegend e-Linolensiure [Octadecatrien-(9.12.15)-siure] vorkommt, syn-
thetisiert Phycomyces bl. neben Palmitin-, Stearin-, Ol- und Linolsiure
als C;g-Triensiure ausschlieBlich y-Linolensiure [Octadecatrien-(6.9.12)-
siure], also eine Sdure aus der Linolsdurefamilie, die als Intermediir-
produkt in der Arachidonsiure-Biosynthese postuliert wurdes. Wie
Abb. 1 zeigt, besteht das Fettsiuregemisch der Gesamtlipoide in der
vegetativen Wachstumsphage aus Palmitin- (219,), Stearin- (4.5%,),
OL- (27%), Linol- (15%) und y-Linolensiure (23%). Da Phyeomyces alle
gesittigten und ungesittigten Fettsiuren von Acetat ausgehend auf-
baut?, erhob sich die Frage, ob die ungesiittigten Fettsiuren nach dem
anaeroben oder aeroben Mechanismus synthetisiert werden, ob also
die Doppelbindungen in die vorgebildete gesittigte C,s-Kohlenstoffkette
eingefiihrt werden oder ob die ungesittigten Siuren aus Verbindungen
mittlerer Kettenlinge, die Olsiure z. B. aus der Dodecen-(3c)-sdure,

Cs)21%

Abb. 1. Gaschromatographische Analyse des Gesamtfettsiure-methylester-Ge-
misches aus Phycomyces blakesleeanus.
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entstehen. Versuche mit [*4C]Acetat” und uniform markierter [Y(C]-
Glucose? fiihrten zu unterschiedlichen Auffassungen iber die Precursor-
TFunktion von Stearin- und Olsdure fiir die hoher ungesittigten Siuren.

Eine eindeutige Antwort sollte jedoch die Verwendung spezifisch
markierter Substrate wie carboxylmarkierte Stearin-, Ol- und
Linolsiure ermoglichen. Die beiden zuletzt genannten Verbindungen
wurden nach der von uns beschriebenen Methode!® synthetisiert.
Stearinsdure gleicher spezifischer Aktivitdt wurde durch katalytische
Hydrierung der [1-4C]0L oder -Linolséiure erhalten. Als weiteres Sub-
strat stand uns vom Studium der f-Oxydation'! die [5-14C]Dodecen-(3¢)-
siiure zur Verfiigung.

Die einzelnen [1-MC]C,¢-Siuren figten wir dem Nihrmedium als
Ammoniumsalze zu, impften dann mit einer Sporensuspension an und
lieBen drei bis vier Tage bei diffusem Tageslicht und 20° Raumtempe-
ratur wachsen. Das Pilzmycel wurde dann, wie in Abb. 2 schematisch
dargestellt, extrahiert, einmal die einzelnen Lipoidklassen chromato-
graphisch getrennt und deren Fettsduren untersucht, zum andern das
Lipoidgemisch sofort umgeestert und die Fettsiuremethylester nach Ab-
trennung des Unverseifbaren isoliert, das Gemisch dann in gesittigte,
einfach ungesittigte, Dien- und Triensiuren getrennt. Die Fraktion der
gesittigten Fettsduren bestand aus Palmitin-, Stearin- und einer Spur
Arachinsiure, als Monoensiure lag allein Olsdure, als Diensiure die
Linolsiure und als Triensiure die p-Linolensiure vor. Die einzelnen
Fraktionen wurden nach Chromatographie an Si0,-AgNO,-Platten'®
gaschromatographisch rein erhalten. Da in unseren Untersuchungen aus-
schlieBlich [1-4C)C,g-Séuren verwandt wurden, sollte, falls der oxydative
Olefinierungsmechanismus zu den ungesittigten (', -Siuren fithrt, die
Hauptradioaktivitit dieser Siuren in der Carboxylgruppe lokalisiert
und nur ein kleiner Anteil iiber die Kohlenstoffkette verteilt sein.
Letzterer stammt aus dem Acetatpool. Das Verhiltnis der in der Carb-
oxylgruppe zu der im iibrigen Molekiil vorhandenen Radioaktivitit
erlaubt einmal einen RiickschluB darauf, ob die inkubierten Siuren
direkt (z. B. Stearin- in (-, Ol- in Linol- und Linol- in y-Linolensiure)
umgewandelt wurden, und ferner, wie grof} der Anteil deriiber den Acetat-
pool aufgebauten Siure ist. Da wir ausschlicBlich die Cg-Fettsiuren
untersuchten, wurden , die einzelnen reinen, isolierten Siuren nach der
katalytischen Hydrierung dem Dauben-Abbau unterworfen und das
Verhiltnis der radioaktiven Benzoesiure zur Heptadecansiure bestimmt.
Die Ergebnisse dieser Abbaumethode wurden noch bestitigt, indem die
einzelnen ungesittigten Fettsiuren nach oxydativem Ozonidabbau

9 R. 0. S8immons u, F. W. Quackenbush, J. Amer. Oil Chemists’ Soc. 31,
441 [1954].

10 W, Stoffel, Liebigs Ann. Chem. 673, 26 [1964].

11 W, Stoffel, R. Ditzer u. H. Caesar, diese Z. 339, 167, 182 [1964].

12 @, B. Barrett, M. 8, J. Dallas u. . B. Padley, J. Amer. Oil Chemists’
Soe. 40, 580 [1963].
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Abb. 2. Schematische Darstellung des Analysengangs.

durch Isolierung des Carboxylendes charakterisiert und dessen Radio-
altivitit bestimmt wurde. Im Falle der Linol- und p-Linolensiure
konnte daneben noch die Radioaktivitit der Malonsdure, die sich von
dem Doppelbindungssystem ableitet, und durch Vergleich der spezif.
Alkt./C-Atom in dieser und dem Carboxylende die Neusynthese ither den
Acetatpool ermittelt werden.

Wiirde die y-Linolensiure auf dem oxydativen Weg entstehen, so

wilre die Sequenz Stearin-— Ol-— Linol-— y-Linolensiure naheliegend.
Wir untersuchten daher, ob Linolsiure die unmittelbare Vorstufe der



152 W.Stoffel und H. Wiese, Bd. 340 (1965)

y-Linolensiure darstellt. Der Schimmelpilz hatte nach viertigigem
Wachstum 19,29 (9.2 x 10° Zpm) der eingesetzten Radioaktivitit in
die Gesamtfettsauremethylester inkorporiert; die gesittigten Fettsiuren
enthielten 49, die Monoene 5% und die Polyene 919, der Gesamt-
aktivitit, 44%, davon in der y-Linolensiure. In der Carboxylgruppe der
y-Linolensiure lagen 91,29 vor, 8,8%, waren iiber das beim Dauben-
Abbau der hydrierten Siure anfallende Heptadecansiuremolekiil (oder
aber 0,529, der Aktivitat pro C-Atom) verteilt. Der oxydative Ozonid-
abbau bestitigte durch Isolierung der Adipinsiure mit 92—949, der
Gesamtradioaktivitat auf priaparativ gaschromatographischem Weg das
Resultat des Dauben-Abbaus (Tab. 1).

Tab. 1. Bestimmung der Verteilung der Radioaktivitiit im Fettsiuremolekiil.

Dauben-Abbau oxydative
spezif. Aktivitat Ozonolyse
[Zpm/uMol] der
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* Die spezifische Aktivitat der 1 & betrug 3.1 % 10* Zpm/uMol.
** Die spezifische Aktivitit der inkubierten [1-+C)Olsiure betrug 2,6 x 10* Zpm/uMol
*s* J)ie spezifische Aktivitit der inkubierten [1-'*C]Linclsiure betrug 3,1 x 10°* Zpm/puMol.

Dieses Ergebnis beweist, daB die Linolsaure durch Einfiithrung einer
cis-olefinischen Bindung in Stellung 6 in y-Linolensdure umgewandelt
wird. Dieser Schritt entspricht der stets postulierten Umwandlung der
Linolsiure zu yp-Linolensiure im tierischen Organismus als Zwischen-
produkt in der Arachidonsiuresynthese. van Nugteren'® berichtet
iiber in-vitro-Versuche mit einer Rattenleber-Mikrosomenfraktion, in
denen die Dehydrierung von Linolsiure zu y-Linolensiure in 10proz.

B D H van Nugteren, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 60,
656 [1962].
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Ausbeute beschrieben wird analog unserer Versuchsanordnung® mit
Eicosadien-(11.14)- und Eicosatrien-(8.11.14)-siure.

In Tab. 1 sind ebenso die Ergebnisse der Inkubation von Phyco-
myees Bl. mit [1-4C]0lsdure und [1-MC]Stearinsiure zusammengefaBt.
Die Olsaure wird durch Phycomyces in Linol- und y-Linolensiure um-
gewandelt. Es ist bemerkenswert, dalBl die p-Linolensiiure eine zwei- bis
dreimal hohere spezifische Radioaktivitiit besitzt als Linolsiure. Selbst
in den vorhin beschriebenen Txperimenten, in denen [1-4C]Linolsiiure
Jinkubiert wurde, besitzt die aus dem Fottsiuregemisch isolierte Linol-
siure eine geringere spezif. Alktivitit als die aus ilr hervorgehende
y-Linolensiure. Eine Erklirung hierfiir wire, dafl 9-Linolensiure vor-
wiegend als Aeylkomponente in der f-Stellung der Kephaline und Le-
cithine vorliegt und damit als Membrankomponente weniger fiir den
Energiehaushalt herangezogen wird als die Stearin-, Ol- und Linolsaure.
Eine andere Moglichkeit wiire eine — wenigstens teilweise — gleich-
zeitige Einfihrung zweier Doppelbindungen in Stellung 6 und 12 in
die Olsaure unter Umgehung der Linolsiurestruktur. Sicher ist, daB die
der Linolsaure isomere Octadecadien-(6e.9¢)-siure nicht auftritt. Dies
‘beweisen die Ergebnisse des oxydativen Abbaus der Diensiure-Fraktion.

Zum gleichen Ergebnis fithrt dic Inkubation mit [1-1C]Stearin-
saure. Sie wird jedoch unter den Versuchsbedingungen rund drei- bis
wiermal rascher abgebaut als die dbrigen ungesitticten Fetissure-
molekale.

Die mit Hilfe des Dauben-Abbaus ermittelte Verteilung der
Radioakiivitat in den einzelnen Fettsiuren fiihrt zu dem Schiu8. daB
die vorwiegend in Phycomyeces bl. vorkommenden ungesattigien C,
Fettsauren anf oxydativem Weg. von Stearinsiure ausgehend, entstchen.
Olssure wird durch Einfithrung zweier cis-Doppelbindungen in Steltuns 6
und 12 Linolsure durch Dehydrierung in Stellung 6 durch Phycomuyess
Bl in y-Linolensaure umgewandelt.

Die Moglichkeit der Synthese der ungesittigten C,,Fettsinren anf
anaerobem Weg worde mit Hilfe der [5-*C]Dodecen-(3c)-s3ure studiert.
&iner Verbindung, dic intermediar bei der Olsiureoxydation aufiritt:
sie wird aber nicht zn Olsiure verlingert, sondern oxydiert. Das dabei
freiwerdende Acetat wird far den Aufbau der C,s-Sauren verwendet.

Warde die Siure zu Olsiure verlingert und wiirden dann Doppel-
bindungen in Stellung 6 und 12 eingefiihrt, so sollte die spezifische
Aktivitat der Malonsaure, die beim oxvdativen Ozonidabbau d=r ams
dem FettsSurcgemisch isolierten reinen Linol- und y-Linolensiare an-
f3llt. eine signifikant hohere spezifische Aktivitat pro C-Atom besitzen
als die vom Carboxylende stammende Dicarbonsiure.

Die spezifische Aktivitat der beiden Dicarbonsiuren besti wir nach
“&msﬁﬂdem!&ﬁm&n:‘:rdmth" h graphische Trernone der
ﬁhbﬂtﬁmmmchmdl&iva&mlg&“uﬂdh)&m&qm‘éhﬁre

B E Klenk u. W. Bongard, diese Z. 290, IS1 [1952].
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Radiogaschromatographie nach Veresterung des Dicarbonsauregemisches mit
Diazomsthan. Mit Hilfe eines Testgemisches wurde die der Flicheneinheit ent-
sprechende Anzahl uMol des entsprechenden Dicarbonsaurcdimethylesters be-
stimmé In Vi erbmdung mit der schon frither beschriebenen Methode der Aktivitats-
messung® konnte so die spezifische Aktiviiat sehr rasch und zuverlissig ermitielt
werden.

Die gleichmaBige Radioaktivitiisverteilung @ber das gesamie
Molekil ist ein sicherer Beweis dafiir, daB diese Saure vorwiegend oxy-
diert wird (Tab. 2).

"Tab. 2. Oxydativer Ozonidabhau der Polyensiuron nach Inkubation mit [5-1C]-
Dodocen-(3c)-siture,

Siiulenchromatograph. Radiogaschromatograph.
Trennung Analyse
Isolierie |spezif. Akt. | Spezif. Akt. [Zpm/C-Atom] | Spezif. Akt. [Zpm/C-Atom]
Fetisiure |[Zpm/uMol] i in
Adipin- | Azelain-

in
Malon- | Adipin- | Azelain- | Malon-

saure saure saure saure siure samre
A%-Cg 9500 = — 513 — — 525
49120 4880 275 —_ 265 295 — 305
An22.0 10400 540! 605 = 570 696 =

Das Gesamtlipoid-Gemisch wurde an Kieselsdure nach Barran
und Hanahan® gefrennt. Die mit dem Losungsmitielgemisch Chioro-
form/Methanol 9:1 eluierten Carotinoide und Glyceride wurden an-
schlieBend an Florisil nach Carroll® aufgetrennt. In Tab. 3 ist die Ver-
teilung der Lipoide und in Tab. 4 deren Fettsiurebesetzung zusammen-
gefaBt.

Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir die Unter-
stiitzung dieser Arbeit.

Tab. 3. Verteilung der Radionktivitat in Lipoidklassen nach Inkubation mit
muorldiorten Fottailuren,

4 Glyceride Kephaline Lecithine
Inkubierte o des | %der [ %des | %der | % des | 9 der
Fettsaure Gesamt- | Gesamt- | Gesamt- | Gesamt- | Gesamt- | Gesamt-

Lipoids | Aktivitat| Lipoids |Aktivitat| Lipoids | Akiivitat
== 27 16 55 63 28 21
Cpsy 31 40 35 38 34 22
(o= 20 34 43 41 37 25

15 E.J. Barran uw. D. J. Hanahan, J. biol. Chemistry 231, 403 [1958].
16 K. K. Carroll, J. Lipid Res. 2, 135 [1961].
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Tab. 4. Verteilung der Radioaktivitit im Fettsiuremethylester-Gemisch.

% der Gesamtaktivitat nach Inkubation mit
Stearinsiure Olsaure Linolsiure
Fettsiure- o a o I o ‘3
methylester -1-3 g 2 = .5 2 = 5 =
= = =] = = = = = =
o = = @ = = 5} =
B [ R e A it WD (g e
;u:u 8 i 2 W i = =
Ciyn = e ! e = T =
Che 6 1 3 1 1 — 3 3
o1 14 =1 = =2 o = =% "o S
Cizd 28 28 30 6 2 6 1 2 3
G 19 20 2] 78 65 60 8 5 6
Uisie 4 13 12 8 10 15 75 40 44
Cisia 21 31 23 2 22 18 17 50 41
Cag, Gy, Coq Spuren Spuren Spuren

Bescehreibung der Versuche

Die Ziichtung von Phycomyces blakesleeanus (Burgeff) (Centralbureau voor
Schimmelcultures Baarn, Holland) erfolgte in Fernbach-Kolben mit 150 ml Nahr-
medium (3% Biomalz, 0,3%, Caseinhydrolysat) im diffusen Tageslicht bei etwa 200,
Die markierten Fettsiuren wurden als Ammoniumsalze wum Medium gegeben.
Die Animpfung erfolgte mif einer von Petrischalen gewonnenen Sporensuspension.
Nach 4 Tagen wurde das Mycel gesammelt, gut ubgepreBt und ausgewaschen.
s wurde mit Chloroform/Methanol 2:1 (v/v) 4mal heil} extrahiert, die vereinigten
Iixtrakte im Vak. unter Stickstoff eingedampft. Dieses Lipoidgemisch wurde nun
entweder nach Barran und Hanahan?® und Carroll'® getrennt oder direkt mit
2proz. methanol. Salzsaure umgeestert. Die Methylester wurden verseift, Unver-
scifbares abgetrennt und die freien Fettsiuren erneut verestert. Das Mycel eines
Kulturkolbens lieferte durchschnittlich 75—100 mg Fettsauremethylester.

Die Trennung der Fettsiuremethylester nach Zahl der Doppelbindungen
erfolgte an Kieselgel-Silbernitrat-Platten’2. Die Trennung der gesattigten und
Monoensauren iiber die Quecksilberaddulkte wurde nach Jantzen und Andreasl?
durchgefihrt. Der Dauben-Abbau erfolgte nach 1. .15,

Die Fettsiuremethylester wurden auf dem Barber-Colman-Gaschromato-
gmphen, Maodell 10, analysiert. Die halb-préparative Trennung erfolgte auf dem
'raktometer 6, Perkin-Elmer. Die Ausheute an Dimethylester wurde gravimetriseh
ader mit Hilfe des Hydroxamat-Tests bestimmt?, Dazu wurde fiir jeden Dimethyl-
uster eine Bichkurve ermittelt.

Iiir die Radioaktivitdtshestimmungen wurde der Szintillationszithler Pak-
kard, Modell 3214, benutzt. Die radiogaschromatographische Analysemethode
wurde frither beschrieben3.

Die eingesetzten [1-“C]Fettsiuren hatten eine spezif. Aktivitit von 3.0 x 10°
Zpm/uMol, die [5-1C]Dodecen-(3c)-siure von 2,5 x 105 Zpm [uMol.

Die Reinheit der siulenchromatographischen Fraktionen wurde diinnschicht-
chromatographisch gepriift, Losungsmittelsystem fiir Phosphatide: Chloroform/
Methanol/Wasser 13:5:129, fiir Glyceride 1.2-Dichlorithan/Methanol 98:2.

17 E. Jantzen n. H. Andreas, Chem. Ber, 92, 1472 [1959].

1% W. G. Dauben, E. Hoerger u. I. W. Peterson, J. Amer. chem. Soc.
76, 2347 [1953].

M. M. Rapport u. N. Alonzo, J. biol. Chemistry 217, 193 [1955].

0 H. Wagner, L. Horhammer u. P. Wolff, Biochem. Z. B34, 175 [1961].
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Zusammenfassung

Der Syntheseweg der in Phycomyces blakeslecanus vorkommenden
p-Linolensiure, ausgehend von markierter Stearin-, Ol- und Linolsiure,
wurde untersuchs. Die ungeséttigten Cg-Siuren cntstchc-n auf aerobem
Weg durch Eintihrung der cis-olefinischen Bindungen in die vorgebildete
Alkankette. Der anaerobe Wege lkonnte ausgeschlossen werden. Das
Lipoidgemisch wurde in Glyceride, Leeithine und Kephaline aufgetrennt
und die Fettsiureverteilung untersucht.

Summary

The biosynthesis of yp-linolenie [octadecatrien-(Ge,9¢,12¢)-0ic acid ],
starting from labelled stearic, oleic and linolelc acids, has been studied in
Phycomyees lakesleeanus. The unsaturated C)g acids arve synthesized by
introduction of eis-olefinie double bonds into the preformed saturated
carbon-chain, The anaerobie pathway has heen excluded. The lipid
mixture has been separated into glycerides, lecithins and eephalins and
their fafity acid composition analysed.

Doz, Dy. Dy, W.8toffel, Physiologiseh-Chemisches Institul der Universifit,
4 Koln-Lindenthal, Joseph-Stelzmann-Strafe 52.



