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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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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
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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
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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].















