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(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Mai 1964)

In der vorhergehenden Arbeit! wurden die an /%<*-Enoyl-CoA-Ver-
bindungen in Mitochondrien ablaufenden enzymatischen Reaktionen be-
schrieben. An einer /3¢is./42trans Enoyl-CoA-Isomerase erfolgt die Iso-
merisierung der A3¢*. zur A2t Enoyl-CoA-Verbindung. Diese wird
durch die /2-Enoyl-CoA-Hydratase (Crotonase) zum L(-+-)-Antipoden
der f-Hydroxy-acyl-CoA-Verbindung hydratisiert.

Diese Reaktionen in Verbindung mit denen des Oxydationscyclus
der gesittigten Fettsiuren machen den Weg verstindlich, auf dem die
groBie Gruppe der Monoen- und Polyenfettsiiuren in den Mitochondrien
abgebaut wird.

Die beschriebenen Ergebnisse konnten erhalten werden, nachdem
uns die Synthesen der erforderlichen Substrate gelungen waren. Es
muBten iibersichtliche Synthesemethoden, die zu wohldefinierten Pro-
dukten fiithren, entwickelt werden. Dabei wurden im Hinblick auf die
all-cis-Konfiguration der olefinischen Bindungen sowie den Polyallyl-
rhythmus Synthesewege eingeschlagen, die eine Stellungs- und cis-trans-
Isomerisierung ausschlossen.

Von besonderer Bedeutung fiir unsere enzymatischen Unter-
suchungen waren die Synthesen von cis-f.y-ungesittigten Sauren. So
wurde die Dodecen-(3¢)-siure, das f.y-ungesittigte Intermediarprodukt
bei der Olsiureoxydation, die Dodeca-dien-(3¢.6¢)-siure, ein Zwi-
schenprodukt beim Abbau der Polyensduren des Linolsauretyps
und die Hexen-(3c¢)-siure, ein Zwischenprodukt bei der f-Oxydation der
Polyensiuren des Linolensiuretyps, synthetisiert.

Wegen der stereospezifischen Anordnung der olefinischen Bin-
dungen war allein der Weg iiber die entsprechenden Acetylenverbin-
dungen erfolgversprechend.

* Verwendete Abkiirzung: CoA = Coenzym A.
1 TIL. Mitteil.: W. Stoffel, R. Ditzer u. H. Caesar, diese Z. 339, 167 [1964],
vorstehend.
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Synthesen von Alkin-(3)-sduren sind wenig erfolgreich von New-
man? durch Carboxylierung des Grignard-Komplexes von substi-
tutierten Propargylbromiden oder iiber eine Nitrilsynthese mit diesen
Bromiden versucht worden. Wegen der leichten Allenbildung sowie Iso-
merisierung bei diesen Reaktionen fiithrte keiner der Versuche zu einem
einheitlichen Produkt.

Im Vergleich zur olefinischen Bindung wird die Acetylenbindung
ungleich schwerer durch Oxydationsmittel angegriffen®. Es eroffnete
sich daher der Weg, die den gewiinschten Alken-(3c)-siuren entspre-
chenden Alkinalkohole in iibersichtlicher Reaktionsfolge zu syntheti-
sieren, diese dann durch Chromsidureoxydation in die Alkinsdure und
abschlieBend durch stereospezifische Halbhydrierung der Acetylen-
})ixl:dung mit Lindlar-Katalysator? in das gewiinschte Olefin iiberzu-
iihren.

Analog der Synthese von Alkin-(2)-alkoholen® wurde der Tetra-
hydropyranylather des Butin-(1)-ols-(4) (II) in fliissigem Ammoniak alky-
liert. Nach Saurehydrolyse erhielt man das Alkin-(3)-ol-(1). Chromsaure-
oxydation des Alkohols fiihrt unter den im experimentellen Teil be-
schriebenen Bedingungen zu einer Ausbeute von 60—809%, Alkin-(3)-
siure. Nach dieser, im Schema 1 wiedergegebenen Methode wurden die
Dodecen-(3¢c)-siure (V) und die Hexen-(3c)-sdure synthetisiert.

b % j
CH, - [CHy], - CHy J + LiCiC - [CHyl 0—
0

I 11-Li
flilss. NH, - /\
————= CH,- [CH,); CH, - CiC- [CH,},-0—_ )
o
111
1) H® .
5oo " CHa- [CH,),- CH,- C:iC- CH,-COH
v

H,/Pd . e
————+  CH,- [CH,],* CH, - CH:CH - CH,+ CO,H

v

Schema 1. Syntheseweg fiir Alken-(3¢c)-siiuren am Beispiel der [5-''C]Dodecen-
(3c)-siure (V).

: lidﬁ Ilge)nl'lr)nan u.%. g Z{V!:Jtiz, J. Amer. Chem. Soc. 71, 1292 [1949].
.M. Heilbron, E.R.H.Jones u. F.Sondhei , J. chem. o
[London] 1949, 604; 1947, 1586. A DRI e Soo
4 H. Lindlar, Helv. chim. Acta 35, 446 [1952].
5 J.-M. Conia, Bull. Soc. chim. France, Mém. [5] 1955, 1449.
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Wir dehnten unsere enzymatischen Untersuchungen auch a:uf die
Polyenfettsiuren aus und studierten als prototypisches B.eistl die
B-Oxydation der Linolsaure [00tadecadien-(9q.l2c)-s§u{e], c‘he im Ver-
lauf ihres Abbaus Dodecadien-(3c.6c)-siure liefert. Fiir die Synthese
dieser Verbindung beschritten wir den im Schema 2 wiedergegebenen

Weg:
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Schema 2. Syntheseweg fiir die [8-14C]Dodecadien-(3¢.6¢)-siure (XTII).

Die Siuren V und XIIT wurden mit C markiert. Die fiir die Syn-
these verwendeten markierten Alkylhalogenide wurden in der iiblichen
Weise durch Carboxylierung der Alkyljodide mit **CO,, I:iAlH.-B:eduk-
tion der Saure und Bromierung des Alkohols erhalten. Die spezifischen
Aktivititen der Siuren V und XIIL betrugen 1,74 x 10° Zpm/uMol.

Neben diesen Alken-(3c)-siuren wurden fiir enzyn}atische Ver-
gleichsuntersuchungen und zum Studium der an A"’."-Enoyl-CoA-
Verbindungen vor sich gehenden enzymatischen Reaktionen [1-1C]-
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Dodecen-(2¢)-siure, [1-C]Octen-(2¢)-sdure und Dodecen-(2¢)-
siure dargestellt. Die beiden cis-«.f-ungesittigten Sauren sind leicht
zuginglich durch Carboxylierung der entsprechenden Alkin-Magnesium-
bromid-Komplexe, also des Undecin-(1)- und des Heptin-(1)-Magnesium-
bromids und anschlieBende partielle Hydrierung der Methylester. Do-
decen-(2t)-saure wurde durch Doebner-Kondensation von Decanal und
Malonsiure erhalten.

Von entscheidender Bedeutung fiir unsere Untersuchungen war die
Auftrennung des durch Reformatzky-Reaktion mit Decanal und
Bromessigsiure-methylester erhaltenen Racemats der 3-Hydroxy-laurin-
siure. Racemat-Trennungen von langkettigen aliphatischen Hydroxy-
siuren sind bisher nicht bekannt. Die fiir die Trennung kurzkettiger
Hydroxysiuren angewandten Alkaloide Chinin, Cinchonin, Chinidin,
Brucin und Strychnin waren nicht geeignet. Uber die diastereomeren ()
oder auch (—)x-Phenyl-dthylammoniumsalze wurden nach vielfachem
Umkristallisieren die optischen Antipoden der 3-Hydroxy-laurinsiure
rein erhalten ([«]2, : + 16,5% ¢ = 1 in CHC;). Neben den identischen
Drehwerten der Antipoden sind die enzymatischen Untersuchungen, die
in der vorhergehenden Arbeit! beschrieben wurden (S. 178) ein weiteres
Kriterium fiir die Reinheit der enantiomorphen Verbindungen.

Die Reinheit der Syntheseprodukte wurde durch die gaschromato-
graphische Analyse bestimmt, die der ungesittigten Verbindungen
durch Bestimmung von Wasserstoffzahl®, Schmelzpunkt und Misch-
schmelzpunkt der hydrierten ‘Siuren sowie Cochromatographie ihrer
Methylester mit Testverbindungen. Die Struktur der Endprodukte wurde
ferner durch IR-, UV- und KMR-Spektroskopie sowie den oxydativen
und den reduktiven Ozonid-Abbau? und die Aquivalentgewichts-
bestimmung bewiesen. Die IR-Spektren der cis-olefinischen Sauren
wiesen in keinem Fall auch nur Spuren der #rans-Isomeren auf, wihrend
im Spektrum der Dodecen-(2t)-siaure die ,,out of plane““-Schwingung fiir
trans-Konfiguration bei 10,36 x4 mittelstark ausgeprigt war.

Die KMR-Spektren stimmen ebenfalls gut mit den angegebenen
Strukturen iiberein (Abb. 1—3). Die sterische Anordnung der Doppel-
bindungen laBt sich auf diesem Wege allerdings nur fiir die Dodecen-(2t)-
siure bestitigen.

Das sehr unterschiedliche Verhalten der Methylester der geometri-
schen und stellungsisomeren Dodecensiuren in der gaschromatographi-
schen Analyse soll besonders hervorgehoben werden. Aus Abb. 4 geht
hervor, dal die Unterschiede der Retentionszeiten der einzelnen Methyl-
ester so groB sind, daB eine einwandfreie Identifizierung und radiogas-
chromatographische Trennung maglich ist.

% N.Causon-Kaas u. F. Limborg, Acta chem. scand. 1, 884 [1947].
7 E.Klenku. W. Bongard, diese Z. 290, 181 [1952]; E. Klenk u. H. Brok-
kerhoff, diese Z. 310, 153 [1955].
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. 1. KMR-Spektrum der Dodecen-(3c)-siure*: Die beiden olefinischen Pro-
:}o:l;nlsind fast i(i):ntisch und erscheinen als ein verbreitertes Triplett (5,9—6,2 ppm)
durch Kopplung mit den Allylprotonen mit einer Kopplungskonstanten, die sich
in dem Dublett der a-stindigen (3,3—3,5 ppm) bzw. d-standigen Allylprotonen

(2,1—2,4 ppm) wiederfindet.

Abb. 2. KMR-Spektrum der Dodecadien-(3¢.6c)-siure.

* Wir danken Herrn Dr. W. R. Roth, Chemisches Institut der Universitit
Koln, fiir die Aufnahme der KMR-Spektren.

Bd. 339 (1964) Der Stoffwechsel der ungesittigten Fettsiuren, IV 187

|
|
| —f —
|

——— DM

Abb. 3. KMR-Spektrum der Dodecen-(2t)-siure: Die beiden olefinischen Protonen

erscheinen als ein AB-Typ-Spektrum, wobei jede der H-Linien durch Kopplung

mit den beiden Allylwasserstoffatomen eine weitere Aufspaltung zu Tripletts

erfihrt (6,1—6,7 und 7,4—8,1 ppm). Die AB-Kopplungskonstante (J = 17 Hz)
beweist das Vorliegen einer trans-Doppelbindung.
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Abb. 4. Gaschromatogramm mit Angabe der relativen Retentionszeiten der Me-

thylester der Dodecen-(2¢)-siure (a), Dodecen-(3c)-siure (b), Dodecen-(2¢)-siure (c),

3-Acetoxy-laurinsiure (e) und der 3-Hydroxy-laurinsiure (f), bezogen auf Palmi-

tinsiure-methylester (d). Saulentemperatur 183°; 60 ml Argondurchflu/Min.;

200 cm Siulenlange, Athylenglykol/Bernsteinsiure-Polyester (15%, auf Kieselgur);
Barber-Colman, Modell 10.

Die Coenzym-A-Thioester der beschriebenen Siuren wurden aus-
schlieBlich auf chemischem Wege dargestellt. Die enzymatische Synthese
nach Kornberg und Pricer® schied aus, da die Mikrosomenpripa-
rationen stets durch Mitochondrienfragmente verunreinigt sind und die

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






