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Der Stoffwechsel der ungesittigten Fettsduren, VIIT!

Chemische Synthese und Stoffwechsel der [1-"'C]7¢c.9¢.12¢-
Octadecatriensiiure und der [1-"'C]7£9¢.12¢-
Octadecatriensiiure
Yon
‘Wilhelm Stoffel, Hans-Gerd Schiefer und Reiner Ditzer
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitiit Koln

(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Dezember 1065)

Herrn Prof. Dr. C. Martius zum 60. Geburtstag gewidmet

In der vorangehenden Arbeit! berichteten wir iiber Untersuchungen
zum Mechanismus der stellungs- und stereospezifischen Olefinierungs-
reaktion an Polyenfettsiuren. Kine der dort diskutierten Moglichkeiten
ist die Einfithrung einer Doppelbindung in Konjugation zu der der Carb-
oxylgruppe am niichsten stehenden Doppelbindung mit anschliefiender
enzymatischer Stellungsisomerisierung in Homoallylstellung. Ein hypo-
thetisches 1.3-all-cis- oder 1.3-cis-trans- sollte danach in ein 1.4-all-cis-
diolefinisches System iibergehen.

Mead und Mitarbeiter®® haben in Versuchen in vivo gezeigt, dafl
[1-1(]9¢.12¢-Octadecadiensinre (A1912-C 4, Linolsiure) und [1-11C]6¢.9c.
12¢-Octadecatriensiure (A46.212.C 4, y-Linolensiure) in &e.8c.1le.14e-
Eicosatetraenséure (45811.10C), - Arachidonsiiure) umgewandelt werden,
und postulierten folgenden Biosyntheseweg:
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Ein zweiter Biosyntheseweg muf} nach den Versuchen in vitro von
Stoffel ® angenommen werden, Der mikrosomale Enzymkomplex fiir
die Kettenverlingerung synthetisiert aus A%12.C;4-CoA —— ANCyp
CoA, das mit gleicher Geschwindigkeit wie 48-1114.0,,.CoA durch das
mikrosomale Olefinierungsenzym in /5.-8:11.14.C, -CoA iibergefithrt wird.

Wiirde bei der Bildung der Ge.9¢.12¢-Octadecatrienséiure aus der
9¢.12¢-Octadecadiensiure die neu einzufithrende Doppelbindung zu-
niichst zwischen den C-Atomen 7 und 8, d. h. in Konjugation zur bereits
bestehenden Doppelbindung zwischen C-9 und C-10 der Linolsiure ein-

1 VIT. Mitteil.: W. Stoffel u. H.-G. Schiefer, diese Z. 344, 41 [1966],
vorstehend.

? (. Steinberg, W.H. Slaton, D.R, Howton u. J. I. Mead, J. biol.
Chemistry 220, 257 [1956].

3 J. 1. Mead u. D. R. Howton, J. biol. Chemistry 229, 575 [1957].

4 W. Stoffel, Biochem. biophysic. Res. Commun. 6, 270 [1961].

5 W, Stoffel u. K.-L. Ach, diese Z. 387, 123 [1964].
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gefiihrt werden, so sollten die 7¢.9¢.12¢-Octadecatriensiure oder die geo-
metrisch isomere 7£.9¢.12¢-Octadecatriensiure intermediiir entstehen.
AngchlieBend kénnte dann eine enzymatische 1.3—1.4-Isomerisierung
zur be.9¢.12¢-Octadecatriensiure fithren.
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Lin entsprechender Mechanismus kénnte auch von der 8.11.14-
Eicosatriensiure abgeleitet werden. Dieser hypothetische Mechanismus
konnte nun durch Versuche in vivo und in vitro ausgeschlossen werden.
Im folgenden soll iiber die chemische Synthese und den Stoffwechsel
der 7.9.12-Octadecatriensiuren in der Ratte berichtet werden.

Synthese der 7.9.12-Octadecatriensiduren

Die Totalsynthese von natiirlich vorkommenden Polyenfettsiuren
ist erst in den letaten Jahren durch die Methode von Osbond und
Wickens% 7 in befriedigender Ausbeute méglich geworden. Diese
Methode fiihrt in Abwandlung der Synthese der e-Linolensiure von
Nigam und Weedon® direkt die w-Acetylensiure ein und umgeht da-
durch die Hydrolyse eines w-Acetylen-Acetals mit anschliefender Oxy-
dation des dabei freigesetzten Aldehyds. Ein anderer Weg?, der sich
besonders fiir die Synthese carboxyl-C-markierter Polyenfettsiuren be-
withrt hat, ist die Binfithrung einer Nitrilgruppe in ein endstindiges
Polyenchlorid mit anschlieBender saurer Verseifung des Nitrils: die
Nitrilsynthese in Dimethylsulfoxyd!® und die Verseifung verlaufen in
fast quantitativen Ausbeuten. Alle diese Methoden fiihren zu Polyen-
systemen mit cis-olefinischen Doppelbindungen, die durch eine einzelne
Methylengruppe isoliert sind, also Polyallylstrulctur besitzen.

Die Synthese der 7.9.12-Octadecatriensiure erfordert den Aufbau
cines Triensystems mit einer isolierten und zwei konjugierten olefini-
schen Bindungen. Fiir die Bildung der konjugierten Doppelbindung bot
sich die Wittig-Reaktion an, auf deren Bedeutung fiir die chemische

P J.M. Oshond u. J. C. Wickens, Chem. and Ind. 1959, 1288.

7 J. M. Oshond, P. G. Philpott u. J. ¢, Wickens, J. chem. Soe. [London]
1961, 2779.

8 8.8. Nigam w. B. (. L. Weedon, Chem. and Ind. 1955, 1555; J. chem.
Soe. [London] 1956, 4049.

? W. Stoffel, Liebigs Ann, Chem. 678, 26 [1964].

1* R.A. Smiley u. C. Arnold, J. org. Chemistry 25, 257 [1960].
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Synthese von ungesittigten Fettsiuren Bergelson und Schemjakinit
hingewiesen haben. Mit Hilfe der Wittig-Reaktion sollte es méoglich
sein, durch Kupplung von

a) einem @ll-cis-Dien-Phosphorylen mit einem w-Aldehydester, in unse-
rem Fall der Verbindung XTI mit dem Aldehyd VI, oder

b) einem all-cis-Dienaldehyd mit dem w-Phosphorylenalkanséureester, in
unserem Fall des Undecadien-(2¢.5¢)-als-(1) mit dem w-[6-Methoxy-
carbonyl-hexyliden |-triphenyl-phosphoran,

das gewiinschte Triensystem aufzubauen.

Der letztgenannte Weg schied aus, da alle Versuche, eine zur Car-
bonylgruppe konjugiert stehende ecis-olefinische Bindung zu erhalten,
fehlschlugen. Zwar konnte durch Kupplung von 1-Brom-octin-(2) mit
Propiolaldehyddiithylacetal Undecadiin-(2.5)-al-(1)-diithylacetal in be-
friedigender Ausbeute und durch katalytische Halbhydrierung mit
Lindlar-Katalysator das entsprechende Undecadien-(2¢.5¢)-al-(1)-di-
dthylacetal in gaschromatographisch reiner Form erhalten werden, doch
fithrte die durch Séure katalysierte Acetalspaltung unter verschiedenen
Bedingungen (HCl/Dioxan; Eisessig; Dowex 50, H®-Form; Oxalsiure/
Wasser) im Ialle des Diinacetals zur Polymerisation, withrend das Dien-
acetal vollstindig hydrolysiert, aber gleichzeitig zum Undecadien-(21.5¢)-
al-(1) isomerisiert wurde. Die geometrische Isomerisierung von Nona-
dien-(2¢.6¢)-al-(1)-didthylacetal zum 2-frans-Isomeren bei der Hydrolyse
mit 28 H,S0, wurde von Sondheimer!? beschrieben.

Wir wiihlten daher den im Schema wiedergegebenen Syntheseweg.
In der letzten Stufe wird dabei XTI mit VI kondensiert. Der Aldehyd-
ester ist in der Carboxylgruppe UC-markiert.

Die Wittig-Reaktion liefert stets ein Gemisch der cis- und trans-
Isomeren, Auch unter den von Schemjakin! angegebenen Reaktions-
bedingungen treten cis- und trans-Isomere als Produkte in unterschied-
lichen Verhiltnissen auf. Die Bildung der beiden isomeren 7.9.12-Octa-
decatriensiiuren war besonders giinstig, da beide Verbindungen auf ihre
Funktion als Vorstufen fir die 6Ge.9¢.12¢-Octadecatriensiure untersucht
werden sollten.

Die Methylester der isomeren Sauren kann man priparativ diinn-
schichtchromatographisch auf 209, Silbernitrat-Kieselgel- H-Schichten'®
im Losungsmittelsystem Heptan/Essigester 7:3 (v/v) oder Ather/Petrol-
dther (Sdp. 30—60°) 1:3 (v/y) trennen; im System Ather/Petrolither
hatte die trans-Siure einen Ry-Wert von 0,66, die cis-Siure von 0,46.

Die Ester wurden auf folgende Weise charakterisiert: Vollstandige
katalytische Hydrierung ergab analysenreine Stearinsiure. Das ermit-
telte Aquivalentgewicht der Siure entsprach dem theoretisch berech-

L. D. Bergelson u. M. M. Sehemjakin, Angew. Chem. 76, 113 [1964].

12 F, Sondheimer, J. Amer. chem. Soc. 74, 4042 [1952].

15 (. B. Barrett, M. 8. J, Dallas u. F. B, Padley, J. Amer. Oil Chem. Soc.
40, 580 [1963].
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Synthese der geometrischen Isomeren Te,t.9¢.12¢-Octadecatriensiuren.
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neten. Das Ultraviolettspeltrum der Siure zeigte ein Absorptionsmaxi-
mum bei 230—232 my (ey,c = 23000 [I % Mol=* x em~1]). Nach der
Allaliisomerisierung erhielt man die fiiv ein Triensystem charakteristi-
schen Absorptionsmaxima bei 259, 268, 278 my (gy54 = 65000 [I > Mol
% em~1]). Der oxydative Ozonidabbau!® der Siure lieferte als Abbau-
dicarbonsiuren Oxal-, Malon- und Pimelinsiure, die reduktive Ozono-
lysel® allein Hexanal, das als 2.4-Dinitrophenylhydrazon isoliert wurde.

Der Stoffwechsel der 7.9.12-Octadecatriensiuren:

Wie wir in einer fritheren Arbeit!? nachwiesen, kann man bei Ver-
fitbterung von 1-4C-markierten Mono- und Polyenfettsiuren durch Mes-
sung des abgeatmeten /0, auf den Abbau des ganzen Fettsiiuremole-
kiils schlieBen. Nach oraler und intravendser Gabe der [1-14!]7.9.12-
Octadecatriensauren zeigte sich, daB eine rasche Verbrennung stattfin-
det. In der Abbildung ist die gemessene Radioaktivitit des abgeatmeten
MCO, nach bestimmten Zeiten in Prozenten der verfiitterten radioaktiv
markierten 7.9.12-Octadecatriensiuren wiedergegeben.

M R.T. Holman u. G. 0. Burr, Arch. Biochemistry 19, 474 [1048].

1% E. Klenk u. W. Bongard, diese 7. 290, 181 [1952].

10 B. Klenk u. G. Kremer, diese Z. 820, 111 [1960].
17 W. Stoffel u. H.-G. Schiefer, diese Z. 841, 84 [1965].
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Zeitkurve der Abatmung von CO, nach Verabreichung von [1-1C]7.9.12-Octa-

decatriensidure. A;: orale Verfiitterung an normal ernihrte Ratte; B: intravenise

Verabreichung an normal ernihrte Ratte; C: intraveniise Verabreichung an fett-
frei ernihrte Ratte; Ordinate: % der verabreichten Aktivitit.

Nach diesen Abatmungsversuchen (Dauer bis maximal 715 Stun-
den) wurden die Lebern der Versuchstiere isoliert und daraus die Ge-
samtlipoide durch Folch-Extraktion gewonnen. Bemerkenswert war
der Befund, daB in keinem der mehrfach wicederholten Versuche mehr
als 29, der verfiitterten radioaktiven Séuren in die Leberlipoide einge-
baut worden waren. Die Aufarbeitung des Clesamtlipoidextraktes der
Leber ist im Versuchsteil beschrieben, Die Methylester der Fettsiuren
wurden nach der Zahl ihrer Doppelbindungen durch praparative Diinn-
schichtchromatographie auf 20%, Silbernitrat-Kieselgel-H-Schichten ge-
trennt und nach Goldrick und Hirgeh'® isoliert.

Die geringe, in die Leberlipoide eingebaute Radioaktivitit war auf
nicht umgesetzte 7.9.12-Octadecatriensiure und iiber den ,,Acetatpool
neusynthetisierte gesittigte und Monoen-Fettsiuren verteilt. Weder nor-
mal noch fettfrei'® ernihrte Ratten wandeln die 7.9.12-Octadecatrien-
sduren in ein Folgeprodukt, sei es die 6¢.9¢,12¢-Octadecatriensiure, die
Arachidon- oder das Kettenverlingerungsprodukt, die 9.11.14-Eicosa-
triensdure, um. Zum gleichen Ergebnis fithrten Inkubationsversuche mit
Rattenleberhomogenat und Rattenlebermikrosomen unter den in der
vorangehenden Mitteilung? fiir die Olefinierungsreaktion beschriebenen
Versuchsbedingungen. Versuche in vitro zur Kettenverlingerung der
7.9.12-Octadecatriensiuren mit Malonyl-CoA und dem mikrosomalen
Enzymsystem fiithren nicht zur bis-homologen 9.11.14-Eicosatriensiiure,
wiihrend die stellungsisomere 6e.9¢.12¢-Octadecatriensiure bis zu 809,
zur 8.11.14-Eicosatriensiure verlingert wird?. In allen Versuchen in vitro
wurde das eingesetzte Substrat unverindert zuriickgewonnen.

18 B, Goldrick u. J. Hirsch, J. Lipid Res, 4, 482 [1963].

10 G, 0. Burr u. M. M. Burr, J. biol. Chemistry 82, 345 [1929]; ebenda 86,
5687 [1930].
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Der Befund, dafi die 7.9.12-Octadecatriensiduren nicht in die Phos-
pholipoide der Leber eingebaut werden und nicht Substrate fiir das
mikrosomale kettenverlingernde Enzymsystem sind, ldlt sich még-
licherweise durch die Konfiguration des Molekiils erkliren. Die konju-
gierten cis-cis- und trans-cis-Doppelbindungen in 7- und 9-Stellung fiih-
ren wegen der planaren Anordnung der Kohlenstoffatome 7, 8, 9, 10 zu
einer erheblichen Starrheit und Sperrigkeit des Molekiils, wodurch der
Zugang zur Wirkgruppe der Acyltransferasen und des kettenverlingern-
den Enzymsystems erschwert sein kénnte. Eine solche Deutung liegt
vor allem fiir die ausbleibende Kettenverlingerung nahe, da nach unse-
ren Untersuchungen 7.10-Hexadecadiensiiure, also ein Substrat mit dem
gleichen Carboxyl- und Methylende wie die 7.9.12-Octadecatriensiure,
zu etwa 80% zur 9.12-Octadecadiensiure (Linolsiure) oder, je nach
Malonyl-CoA-Konzentration, bis zur 11.14-Eicosadiensiure verlingert
wird.

Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Bun-
desministerium fiar wissenschaftliche Forschung fiir die groBziigige
Unterstiitzung unserer Arbeiten.

Beschreibung der Yersuche

1. Analytische Methoden

Analytische Gaschromatogramme wurden anf dem Barber-Colman-
Gerit Modell 10 aufgenommen; stationire Phase 15% Athylenglykol-Bernstein-
siure-Polyester auf Kieselgur (0,15 mm KorngriBie), Tmé_ergns Argon, Durchflufi-
geschwindigkeit 60 ml/Min.

Die Radioaktivititen wurden mit dem ]*luss1gLeltsazmtlllntmnsapcktm-
meter der Fa. Packard, Modell 3214, pemessen, Als Phosphore dienten 2.5-Diphenyl-
oxazol (PPO, 5 lg,’l) und 1.4-Bis- [4-methyl-5-phenyl-oxazolyl-(2)]-benzol (Dimethyl-
POPOP 0,3 g/l) in Toluol.

Die cis-trans-isomeren 7.9.12-Octadecatriensiiuren und die Polyenfettsiure-
methylester nach der Anzahl ihrer Doppelbindungen liefen sich diinnschicht-
chromatographisch auf 209, Silbernitrat-Kieselgel-H-Schichten® im Lisungs-
nnttelsysbem Hephnn}Esm[;ester :3 (v/v) oder Ather-Petroliither (Sdp. 30—60°)
1:3 (v/v) trennen. Die Banden wurden mit 2.7-Dichlorfluoresceinlésung (30 mg
in 100 m! Athanol) sichthar gemacht und nach Goldrick und Hirseh? isoliert.

IR-Spektren wurden mit dem Gitterspektrographen (Modell 125) der Fa.
Perkin-Elmer, UV-8pektren mit dem Beckman-UV-Spektrographen DK 2 auf-
genommen,

Die Wasserstoffzahl wurde in der Mikrohydrierapparatur nach Causon-
Kaas2® bestimmt, Losungsmittel Eisessig.

Die oxydative und reduktive Ozonolyse erfolgte nach Klenk und Mit-
arbeitern'® 18, die Alkaliisomerisierung nach Holman und Burr'.

2. Versuche in vivo

Die Versuchstiere waren Wistar-Ratten (durchschnittliches Gewicht 200 g)
eigener Inzucht. Die fettfrei ernihrten Ratten erhielten die von Burr und Burr!?
angegebene Diiit. ”

20 N. Causon-Kaasu. F. Limborg, Acta chem. scand. 1, 884 [1947].












