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242. Zur Beeinflussung des Acetat-Einbaues in Cholesterin durch 
isoprenartige C,- und C,-Verbindungenl) 

von K. F. Gey, A.Pletscher, 0. Isler, R. Riiegg und J. Wiirsch. 

(14. X. 57.)  

Die chemische Strukturaufklarung zahlreicher Terpene und ver- 
mandter Verbindungen fuhrte zur Aufstellung der Isoprenregel durch 
I;. R u ~ i c k a z ) .  Biochemische Untersuchungen weisen immer mehr dar- 
auf hin, dass die Biosynthese solcher Naturstoffe tatsachlich nach 
dieser Regel verlaxft, niimlich durch Polymerisation der sogenannten 
Isopreneinheit, einer monomeren niedermolekularen Verhindung mit 
veremeigter (3-Kette. Die Biosynthese des Cholesterins erfolgt, nach 
Versuchen mit markierten Bausteinen, iiher Squalen (oder eine Ver- 
bindung mit gleichem Kohlenstoffgeriist) durch Kondensation von 6 
Isopreneinheiten3-*). Die Struktur der aus Acetat gebildeten Isopren- 
einheit ist zur Zeit noch unsicher. 

Nach fruheren Futterungsversuchen kamen vor allem Isovalerian- 
siiure (IVA)S) und /3, B-Dimethylacrylsaure (DMA) 3)4) als isoprenartige 
Cholesteriribausteirie in Frage. I n  citro Eiingegen zeigten ausser 

l) In dieser Arbeit werden folgcnde (in der anglo-amerikanischen Literatur einge- 
fiihrte) Abkiirzungen benutzt : 

IVA Isovaleriansaure 
DMA p, B-Dimethylacrylsaure (B-Methylcrotonsaure) 
HIV p-Hydroxyisovaleriansaure 
MG /I-Methplglutaconsaure (cis- und trans-) 
HMG p-Hydroxy-B-methylglutarsaure 
MV.4 B,s-Dihy~oxy-P-metliylvaleriansaure [Mevalonic acid] 
DPN Diphosphopyridinnukleotid 
AMP Adenoxin-5-monophosphat 
ATI' Adenosintriphosphat 
CoA Coenzym A 
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DMA4) noch eine Reihe snderer Verbindungen mit ver- 
zweigter C-Kette cnge Beziehungen zur Cholesteriiibiosynthese : /I- 
Methylglutaeonsaure (MG) 4, 13), @ - Hydroxy - s - mcthylglutarsaure 
(HMG)4) 10)11)13)15)17-21) und ,f?-Hydroxyisovaleriansaure (HIV)4)10) 
11)20)22).  Nach neuesten Untersuchungen sind p, 8-Dihydroxy-P- 
methylvaleriansaure (MVA)23-26), bzw. ihr Lacton, und P-Hydroxy-B- 
rnethylglutaraldehydsa~re~~) i n  vitro allen obengenannten Verbin- 
dungen als Cholesterinbaustein iiberlegen. Gleiches ist fur in-vivo- 
Bedingungen zu vermuten26). Diese Carbonsauren mit Isoprengerust 
wurden bisher nur teilweise direkt verglichen. Dabei ergaben sich 
gegensatzliche Resultate, z. B. im Falle von HMG und DMA4)18)19), 
was sich tcilweise dadurch erklaren lasst, dass die Verbindungen je 
nach den Versuchsbedingungen in vitro ineinander ubergehen konnen6). 
Diese Beziehungen wurden erst kiirzlich systematisch untersucht, 
jedoch noch ohne Berucksichtigung von MVA28). 

I n  der vorliegenden Arbeit sollten weitere Anhaltspunkte uber die 
Natur der zu Cholesterin fuhrenden Isopreneinheit gewonnen werden. 
Hierzu wurden 7 physiologische Carbonsauren, einschliesslich MVA, 
unter einheitlichen Bedingungen verglichen. Ferner wurden 8 weitere, 
bisher noch nicht untersuchtc Verbindungen gepruft, die moglicher- 
weise Beziehungen zu dieser Isopreneinheit besitzen. Die angewandte 
Methodik ist indirekt; sie beruht auf der Messung des Einbaues von 
[l-14C]-Acetat in digitoninfallbare Substanzen und dessen Hemmung 
durch die erwahnten Verbindungen. Die Experimente wurden mit 
Leberhomogenaten und Leberschnitten von Ratten durchgefuhrt. 
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Die Grosse der Hemmung des Aeetateinbaues liefert Anhalts- 
punkte dafiir, in welcheni Mass die verschiedenen physiologischen Cb- 
und C,-Verbindungen an Stelle von Acetat fur die Cholesterinbiosyn- 
these verwendet merden : jc mehr von der betr. Verbinduiig eingebaut 
wird, desto geringer wird der Rcetatverbrauch und desto enger durfte 
diese Verbindung mit der hypothctischen Isopreneinheit verwandt 
sein. Da die digitoninfdlbaren radioaktiveii Substanzen aus Ratten- 
leber neben Cholesterin vermutlich ausschliesslich Cholesterinvor- 
liiufer und -begleitstoffe enthaltenb), konnen sie im Rahmen dieser 
Arbeit als reprasentativ fur ('holeste,rin gelten. 

I. H o m ogen a t  - V er s u oh e. 
Da unbekannt ist, ob das Yhosphat-Puffergemisch (Medium I) 

den Erfordernissen der lebenden Zelle genugt, miirde es durch folgende 
Zusatze modifiziert : 

a) HC0,- und Rdeiiosintriphosphat (ATP) (Medium TI). Diese 
beiden Substanzen werden fiir die Carboxylierung von HIV zu HMG 
benotigt z ) .  

b) HC0,- +ATP +Biotin (Medium 111). Biotin scheint ebenfalls ein 
Cofaktor fur den Einbau von DMAbzw. vonHIVin Cholesterin zu sein 29). 

c) EIC0,- + ATP + Biotin + Coeiizym A (Coh)  (Medium IV). 
Von DMA, HIV und IIMG wciss man, dass sic durch nberfuhrung in 
CoA-Derivate ,,aktiviert" werden m i i s ~ e n l l ) ~ ~ )  2 2 ) .  Das in Leberprapa- 
raten vorhandene endogene CoA sollte hierfur a u ~ r e i c h e n * ) ~ ~ ) ~ ~ )  ; cs ist, 
aber moglich, dass bei schmer ,,aktivierbaren" Substaiizen die Bildung 
von CoA-Dcrivaten gefordert werden muss, z. B. durch Erhiiliung der 
CoA-Konzentration. 

Tahellc 1. 
Einbau ?!on [ l - '4C]-Acetat  in digit oninfallbare iSkbstanzen durch Ruttenleb~rhontogrnate 

bei Verweizdung uerschiedener Inkubationsmedien. 
Prozentualer Vergleich der relativen totalen AktivitLt der Digitonide. 

In  allen Ansatzen gleiche lionzentration der Zusatze. 
~ 

1. Phosphatpuffer mit DYN und AMP 

2. Phosphatpuffer mit DPN und AMP + ATP 

3. HCO,--haltiger Phosphatpuffrr mit  DPN und 

4. HC0,--haltiger Phosphatpuffer init DPN, AMP, 

5. HCO,--li,zltiger Phosphatpuffer mit DPN, AMP, 

6. HCO,--haltiger Phosphatpuffer mit DPN, AMP, 

(Medium I) . . . . . . . . . . . . . . .  1 1 0 0 1  2"" 

(Medium I + BTP) ' GO f 39, 

AMP+ATP (Medium 11) .  . . . . . . . . .  1 GO 5 loo 100 2"/, 

. . . . . . . . . . . . .  
I 

ATP+ Biotin (;\ledinm Ill) . . . . . . . . .  (48 - 2%)" 80 4% 
1 

ATP+CoA (Medium II+CoA) . . . . . . .  1 (37%)" 61 

ATP, Biotiii und CoA (Medium 1V) . . . . .  (35 + 19,)* 59 z s y ;  

1 *) Auf Medium I zuriickgereelinet~e Werte. 

*9) G. &I. Jucobsohiz & R. C. Corley, Fed. Proc. 16, 200 (1957). -- M .  R. Gram, ibid.  
16. 387 (19.57). 
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Tab. 1 zeigt den Einfluss dieser Supplemente auf den Rcetat- 
einbau in Cholesterin: ATP und C o h  verminderten ihn erwartungs- 
geni8ssls) erheblich, Biotin nur wenig, wahrend HC0,- ohne Einfluss 
war. 

I n  Tab. 2 sind die Ergebnisse unserer Versuche iiber die Beein- 
flussung des Acetat-Einbaues durch die physiologischen C5- und C6- 
Carbonsauren zusammengefasst. 

I n  Phosphatpuffer (Medium I) bewirkten alle gepruften C,-Car- 
bonsauren eine relativ geringe Verminderung des Acetateinbaues in 
Cholesterin. Bei einem molaren Verhaltnis [l-14C]-Acetat : Carbon- 
saure = 3 : 20 war die Verdrangung des Acetats bei ITTA am st,arksten, 
dann folgte DMA, bei HIV war sie gegeniiber den Kontrollwerten nieht 
mehr signifikant. Konzentrationserhohung der Carbonsauren schien 
die Hemmung des Acetat'einbaues zu verstarken; z. B. war bei zehn- 
facher DMA-Konzentration die Hemniung fiinfmal grosser. Von den 
C?,-Sauren waren c is-  und tram-MG ohne Einfluss, HMG hemmte sehr 
stark, d,Z-MVA am starksten. Der Unterschied zwischen HMG und 
MVA ist statistisch nicht gesichert ; es ist jedoch zu berucksichtigen, 
dass von d,  Z-MVA nur das eine optische Isomere stoffwechselaktiv 
ist30). 

Der Zusatz von ATP + HC0,- (Medium 11) steigerte die Hemm- 
wirkung sowohl von DNA als auch HIV nur wenig; DMA blieb dabei 
HIV iiberlegen. Nach Zusatz von Biotin (Medium 111) bewirkten IVA, 
DMA und HIV gleich grosse Verdrangung des Acetats. Dasselbe war 
zu beobachten, wenn dem ATP- und HC0,--haltigen Puffer CoenzymA 
anstatt Biotin zugesetzt wurde. Supplementierung mit Coenzym A + 
Biotin (Medium IV) vergrosserto die Hemmwirkung der HIV derart, 
dass sie diejenige von DMA und IVA ubertraf j die Verhaltnisse zwi- 
schen IVA, DMA und HIV waren somit umgekehrt wie in Medium I, 
wo IVA am aktivsten war. Die Unterschiede zwischen Medium I und 
IV waren unabhangig von der totalen [1-14C]-Acetat-Menge, welche 
in die digitoninfallbaren Substanzen eingebaut wurde. 

Unsere Ergebnisse bestatigen zunachst, dass MVA in vitro allen 
ubrigen gepruften isoprenartigen Verbindungen bezuglich des Acetat- 
Einbaues uberlegen und damit der hypothetischen Isopreneinheit sehr 
nahe verwandt istZ3). Da bei unserem Vergleich neben MVA auc l  HMG 
eine Ghnlich hohe Aktivitat aufwies, darf geschlossen werdcn, dass 
die Biosynthese des Cholesterins - zumindest in Leberhomogenaten 
bei einem optimalen p H  - die Reduktion einer Carboxylgruppe der 
HMG einschliesst und uber den folgenden Hauptweg verlauft, der auf 
Grund einiger Publikationen6)1o)l3) 15)23)2*)31)32) zu vermuten war: 

30) D. E. Wolf, C. H.  Hoffman, P. E. Aldrich, H.  R. Skeggs, L. D. Wright & K.  Pol- 
kers, J. Amer. chem. SOC. 78, 4499 (1956); 79, 1486 (1957). 

31) B. H.  Amdur, H .  Rilling & K. Bloch, J. Amer. chern. SOC. 79, 2646 (1957). 
32) 3'. Lynen, Klin. Wochenschr. 35, 213 (1957). 
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Acetat-+Acetoacetat+HMG+MVA bzw. P-Methyl-P-hydroxy-glutar- 
aldehydsiiure+ , . . +Cholesterin. 

Der Befund einer relativ geringen Hemmwirkung von IVS, DMA 
und HIV bestatigt eine neuere in-vitro-Un tersucbung, wonach diese 
C,-Verbindungen nicht auf einem Hauptweg liegenZs). Nachdem DMA 
bei friiheren Futterungsver~uchen~) besser als HIV und HMG einge- 
baut wurde und auch in vitro meist aktiver als HIV war10)20), konnte 
angenommen werden, dass die Cholesteriiibiosynthese am Acetat ubcr 
Acetoacetat, HMG, HIV und DMA verlauft6)15). Seit der Auffindung 
der MVA ist jrdoch wahrscheinlicher, dass die Verhiiltnisse bezuglich 
IVA, DMA, HIV und HMG umgekehrt liegen, dass namlich diese 
Carbonsiiuren wie beim Leueinabbau dureh Carboxylierung der HIV 
zu HMGll) 22)  Eingang in die Cholesterinsynthese finden. Unsere Be- 
funde zeigen, dass diesc Reziehungen unter ausgewiihlten Redingungen 
in vitro (Medium I1 bis IV) tatsiichlich demonstriert werden konnen. 
J e  mehr namlich die Versuchsbedingungen die ,,Aktivierung" freier 
Carbonsauren zu CoA-Derivaten sowie die Carboxylierung der HIV zu 
HMG zu begunstigen schienen (CoR + ATP + HCO,- + Biotin), desto 
deutliclier crgab sich die Reihenfolge IVA= DMA <HIV. Da die hcetat- 
Verdriingung der HIV durch den Zusatz von CoA zum Medium 111 stiir- 
ker zunahm als diejenige der DMA und HIV, lie@ die Vermutung nahe, 
dass die ,,Aktivierung" der HIV relativ srhwer stattfindet. 

Sowohl cis- wie trans-MG liessen in unserer Versuchsanordnung 
keinen Einfluss erkennen. Offenbar liegen diese Verbindungen in vitro 
nicht auf dem Hauptweg der Cholesterinsynthese, obwohl MG stets, 
vielleicht als Nebenprodukt, bei dcr Riosynthcse des Choksterins ge- 
bilde t wird l 3, 20)  8). 

MVA verliert imVerlauf der Yolymerisation die CarboxylgrupyeZ4). 
Da unbekannt ist, ob diese Decarbouylierung vor oder nach der Kon- 
densation stattfindet, muss mit der Moglichkeit gerechnet merden, 
dass MVR in cine C,-Verbindung ubergehen kann. Ans MVA konnten 
z. B. 3-Methyl-butaiidiol-( 1,3): P-l\lethyl-crotylalkohol und Isomyl- 
alkohol entstehen, oder aus P-Hydroxy-P-methyl-glutaraldehydsiiure 
konnte z. B. p-Hydroxy- ,8-methyl- butyraldehyd und ,!?-Methyl- 
crotylaldehyd gebildet werden. Tab. 3 zeigt den Einfluss der ge- 
nannten C,-Alkohole und -Aldehyde auf den Acetateinbau : p-Methyl- 
crotylaldehyd und -alkohol hemmten anniihernd gleieh stark, aber 
meniger a18 Isoamylalkohol; 3-Methylbutandiol-( I, 3 )  und 3-Hydroxy- 
3-methyl-butyraldehyd waren ohne Einfluss. Es ist daher unwahr- 
scheinlich, dass die Hemmwirkungen der erstgenannten Verbindungen 
unspezifische Alkohol- oder Aldehydeffekte sind. Da P-Methylerotyl- 
aldehyd u. U. durch Lebercxtrakte schnell in DMA und P-Methyl- 
crotylalkohol dismutiert ~ i r d , ~ ) ,  ist ungewiss, ob die beobachteten 
Hemmungen der Alkohol- oder Aldehydgruppe zuzusehreiben sind. 
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Tabellc 3. 
Versuche mit  Rattenleberhomogenuten: 

Hernmung des [I -14C]-Acetut-Einbaues in digitonin fallbare Substanzen durch 
C,-Alkohole und -Aldehyde. 

Prozentualer Vergleich der relativen totalen Aktivitat der Digitonide (Kontrollwerte 
= 100). Angabe yon Durchschnittswerten -& mittlerer Fehler m; Anzahl der Versuche in 

Klammer. 
Zusammensetzung der Medicn wie in Tab. 3; molares Verlialtnis [1-14C]-Acetat: 

Zusatz = 1 : 20. 

2361 

Zusatz 

CH3-CH-CHz--CH20H 
I 

CH, 

CH3-C=CH-CH,0H 
I 

CH, 

CH3-C = CH-CHO 
I 

CH, 

1 
I 

CH, 

OH 

CHa--C--CHz--CH20H 

OH 
I 
I 

CH3 

CH3--C-CHz-CH0 

Isoamylalkohol 

,!I-Methylcrotylalkohol 
(3-Methylbuten-(2)-01-(1)) 

/?-Methyl-crotylaldehyd 
(,&Dimethylacrolein) 

3-Methylbutan&ol-(l, 3) 
(/?-Methyl-a,y-dihydroxy- 
butan) 

/?-Hgdroxy-/?-methyl- 
butyraldehyd 

I I 

Aus unserer Versuchsanordnung ist ausserdem nicht zu entscheiden, 
ob die Verminderung der Acetatverwertung auf einem Einbau der 
hemmenden Substanzen in die Cholesterinmolekel beruht, oder ob diese 
Verbindungen spezifische Inhibitoren der Cholesterinsynthese sind. 
Wenn man die erste Mijglichkeit annimmt, so sind die wirksamen Ver- 
bindungen weniger gute Cholesterinbausteine als MVA. Sie kommen 
daher wahrscheinlich nicht als physiologische Decarboxylierungspro- 
dukte der MVA, bzw. der P-Hydroxy-$-methyl-glutaraldehydsaure in 
Prage. Die Hemmwirkung der erwahnten Aldehyde und Alkohole ist 
grosser als diejenige der entsprechenden Carbonsanren DNA und IVA. 
Deshalb kann vermutet werden, dass IVA und DMA auch auf einem 
snderen Wege Eingang in die Cholesterinsynthese finden konnen als 
dem oben skizzierten uber HMG. Fur diese Moglichkeit spricht die 
Beobachtung, dass P-Methylcrotylaldehyd in Hefe aus Acetat ge- 
bildet wird32). Nach friiheren in-vivo-Refunden mit IVA, DMA und 
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HIVG) kommt diesem Weg jedoch wahrscheinlich keine quantitative 
Bedeutung zu. 

Tab. 4 zeigt die Ergebnisse mit, drei weiteren unphysiologischen 
ungosattigten Verbindungen, die keine oder nur eine geringe Hem- 
mung des Acetat-Einbaues bewirkten. Vollige Reduktion einer Carbo- 
xylgruppe der HMG sowie die Einfuhrung von Doppelbindungen zwi- 
schen C, und C:, oder zwischen C ,  und C5 scheinen zu relativ Stoff- 
wechsel-inerten Verbindungen xu fiihren. 

Tabelle 4. 
Versuche mit  Rnttenleberhonzogenaten: 

Hemmung des [I-14C]-Acetat-Einbaues in digitoninfullbare Substanzen durch uerschiedene 
ungesattigte Verbindungen mit struktureller Verwandtschaft zu  bekannten physiologischen 

isoprenartigen P~rbindungen. 
Prozentualer Vergleich der relativen totalen Aktivitat der Digitonide (Kontrollwerte 
- 100). Angabe von Durchschnittswerten & mittlerer Fehler m; Anzahl der Versuche in 

Klammer. 
Inkubationsmedium I ;  Verhaltnis [l-W]-Acetat: Zusatz = 1 : 20. 

I OH 

O H  

H,C=CH--C--CH,-- POOH 
I 
I 

CH, 
I 

CH,-HC=C--CH,--COOH 
I 

CH, 

3-Methyl-buten-(l) -01 (3) 

3-Hydroxy 3-methyl-penten-( 4)- 
saure 

~ ~~ 

a/o der 
Kontrollwerte 

94 & 1 ( 2 )  

84 * 2 (2) 

80 & 5 ( 5 )  

I I. P ii t t e r  u n g s v er s u c h e. 

Nacli mehrtiigiger Verfutterung von DMA, HIV, trans-MG und 
HMG war der Rcetat-Einbau durch Lebersclinitte meist in geringem, 
aber nicht signifikantem Masse vermindert ; Verfutterung von MVA 
fuhrte in 2 von 4 Vcrsuchen zu einer statistisch schwach gesieherten 
Herabsetzung des Aeetat-Einbaues (Tab. 5 und 6) .  Von den ubrigen 
T’erbindungen wurde nur 3-Rlethylcrotylalkohol in dieser Weise ge- 
pruft ; der Acetat-Einban zeigte dabei keine signifikante Verminderung 
grgeniiber den Kontrollwerten. Verfiitterung \Ton annaliernd aquivalen- 
ten Squalen- und Cholesterinmengen drangte die Cholesterinsynthese 
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aus Acetat unter gleichen Bedingungen erw-artungsgem%ss33) signi- 
fikant zuriick (Tab. 5 und 6 ) .  

Unser Befand, dass MVA von allen verfutterten Verbindungen 
die starkste Tendenz zu Verminderung des Acetat-Einbaues besitzt, 
lasst annehmen, dass MVA auch in. viz~o von allen gepriiften Verbin- 
dungen die engsten Beziehungen zur Isopreneinheit hat. Er hestiitigt 
damit neueste Befunde uber den in-viwo-Einbau von 14C-MVR in 
Leber- und Restkorper-Cholesterin der MausZ6). D s  MVA die ,,in viva“- 
Synthese jedoch nicht .in gleichem Ausmass wie der Cholesterinvor- 
laufer Squalen zu verringern vermag, wird MVA in. vi.00 vermutlich 
nur teilweise zur Cholesterinbiosynthese verwendet ; der Rest geht 
wahrscheinlich durch Nebenreaktionen oder Abbau verloren. DMA, 
HIV, Iruns-MG und HMG werden wahrscheinlich in noch grijsserern 
Masse in solchen Reaktionen verbraueht, die keine Beziehung zum 
Cholesterinaufbau haben. Diese Interpretation setzt voraus, dass 
zwischen den genannten Verbindungen und Squalen keine Unter- 
schiede bei der Resorption im Darm, der Aufnahme durch innere 
Organe RUX dem Blutplasnia usw. bestehen. 

E x p e r i m e n t e l l c r  Teil. 
Nach Literaturangahen aurden folgende Verbindungen dargestellt : 

8, B-Dimethylacrylsaure (Smp. 70-71°)32), 
cis-8-Methylglutaconsaure (Smp. 140-142") und 
trans-8-Methylglutacoiisaure (Snip. 112-1 14°)36), 
/3-Hydroxy-,&methylglutarsLure (Smp. 1 03-105°)36), 
d,  Z-~-Hydroxy-~-methyl-6-valerolactons), 
p-Hydroxyisovaleriansaure (Sdp. 76-78"/0,1 T ~ r r ) ~ ' ) ,  
P-Methylcrotylaldehyd (Sdp. 132O;  ng = 1,4494)38), 
/3-Hydrox,y-P-methyl-butyraldehyd (Sdp. 69-74"/18 Torr; ng = 1,4395)38), 
3-Methyl-penten-(3)-saure (Sdp. 103-105°/14 Torr; nf: = 1,4505)39). 
3-Methgl-butandiol-(l, 3) (Sdp. 10On/12 Torr ; 19~ = 1,4400) wurde durch Reformutzky- 

Reaktion von Bromessigester mit Aceton und anschliessender Reduktion mit LiAlH, 
dargestellt, 

:~-Hydroxy-3-methyl-penten-(4)-siiure (Sdp. 75O/0,03 Torr; ng  = 1,4581) durch Reformatz- 
ky-Roaktion von Bromessigester und Methylvinylketon und Verseifung. 

3-MethyI-buten-(l)-o1-(3) (Sdp. 990; ng = 1,4140) wurde durch Acetylenanlagerung an 
Aceton und Partialhydrierung der Dreifachbindung bereitet, 

:)-MethyI-bu~n-(2)-ol-(l) (Sdp. 61-630/64 Tom; nE = 1,4356) wurdc aus 3-Methyl- 
buten- (2) +Lure- (1) mit LiAIH, hergestellt . 

Tsovaleriansiiure war ein redestilliertes Handelsprodukt (Fluka) (Sdp. 176O), Isoamylalko- 
hol kaufliche pa.-Ware (Merck) .  

33) R. G .  Langdon & K.  RZoch, J. biol. Chemistry 200,135 (1953). - G. M .  I'omkins, 
ibid. 202,487 (1953). - R. G .  Langdon & K.  Uloch, ibid. 202,77 (1953). -G. M .  Tomkins, 
H .  Sheppa.rd & 1. L. Chaikoff, ibid. 203, 781 (1953). 

34) 0. Siis, W.  Schiifer & ill. Grundlcutter, Liobigs Ann. Chem. 571, 201 (1951). 
35) F.  Feist, Liebigs Bnn. Chem. 345, 60 (1906). 
36) R. Adarns & B. L. uan Duuren, J. Arner. chem. Soc. 75, 2377 (1953). 
3 7 )  II'. Patterson & J .  Ba~clcett, J. chem. Soc. 127, 624 (1925). 
38) F. G. Fischer, Ber. deutsch. chem. Ges. 76, 734 (1943). 
39) G. A. Kon 6;. R.  P.  Linstad, J. chem. Soc. 127, 616 (1925). 
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I. Versuche  m i t  L e b e r h o m o g c n a t e n :  

Fur alle Versache wurden mannliche Wistur-Ratten von 80-100 g aus einer Eigen- 
zucht verwendet. Etwa 2-4 Std. nach der letzten Nahrungsaufnahme erfolgte Decapita- 
tion rnit weitmoglichster Eritblutung, Entnahme der Leber, vorsichtiges Ausdrucken des 
restlichen Blutes zwischen Filterpapier und Kuhlung in eiskaltem Kaliumphosphatpuffer, 
pH = 7,4. 

Das Homogenisieren der Lebcrn erfolgte einzeln in 2,s Vol. Phosphatpuffer in einem 
extrem weiten Potter-Elvehjem-Homogenisator wahrend 15-20 Sek.40). Die molaren 
Konzentrationcri per Liter des letztgenanntcn Puffers betrugen : K,HPO, 0,056; KH,P04 
0,035 ; Nicotinsaureamid 0,030; MgCl, 0,004; Glutathion O,OIO*l). Das Homogenat wurde 
10 Mirr. bei ca. 3000 x g zentrifugiert; 4,0 ml des Uberstehenden wurden mit 3--3,5 ml des 
gleiclien Puffers und folgenderi Z?hsiitzen versetzt : Natri~m-[1-~4C]-acetat (Radiochemical 
Centre, Amersham, England) bis zu einer molaren Endkonzentration von 1 x (4 pC 
pro Ansatz); Diphosphopyridinnucleotid (8chwarz) 0,000641) und Adenosin-5-mono- 
phosphat (Zellstofjwerke Wuldhof) O,OOOX's) ; Testsubstanzen als Kaliumsalze 1 x bis 
2 x oder 2 x Dieses Inkubationsgemisch wird als Afedium I bezeichnet. Medium 
I I :  KHCO, (statt Kaliumphosphat) bis zn einer molaren Endkonzentration Ton 8 x 
und ATP (Zellstoffwerke Waldhof) bis zu 7 x lW4.  Medium 111: ausser KHCO, und ATP 
Uiotiri (Roche) bis zu 1 ,4x  l W 4 ;  Medium I V :  weiterer Zusatz gegeriuber Medium I11 
Coenzyrn A (Z'abst) bis zu 1,4 x lop5. pH des komp1ett)en Inkubationsgemisches vor Ver- 
suchsbeginn: 6,9-7,0 entsprechend dem p H - O p t i m ~ m ~ ~ ) ~ ~ ) .  Endvolumen der einzelnen 
Ansatze 7.0 oder 7.5 ml. Alle vorbereitenden Operationen erfolgten bei + 2 O  bis + 40. 

Znkubution nahrend 3 Ntd. in grosseri Warburg-Gcfassen mit einer Schuttelfreyuenz 
von ca. 110/Miri. bei 373". Bei Medium I dicntc Luft als Gasphase, bei Medium I1 bis IV 
95q4 O,/51/0 CO,. Bei Luft als Gasphase wurde 0,4 ml 30-proz. KOH mit einer kleineri 
Piltrierpapierrolle vor dcr Irikubation in den Zentralteil des Warburg- Gefasses gegeben. 
Abstoppen cler Inkubation geschah durch 0,4 ml5-n. H,SO, aus dem Seitenarm. Bei Ver- 
wendung von O,/CO,-Gemisch als Gasphase wurde die Kalilauge erst unmittelbar vor Ein- 
kippen der Schwefcls&ure eingefiihrt : Zwischen Marionieter wid Warburg-Gefass befarid 
sich ein CYaisen-Aufsatz ; die Lauge wurcte aus einer Rccordspritze durch eine den 
Claisen-Aufsatz ohen abschliessende Gummikappe direkt in den Zentralteil des Warburg- 
Gefasses gcgcben. Freigesetztes 14C0,  wurde untcr 45minutiger Fortsetzung des Schuttelns 
bei 37,5O in der KOH absorbiert. 

Die Verseijimg der Inkubationslosung erfolgte nach Zusatz von 25 mg inaktivem 
Cholesterin unter Ruckflnss wahrend 15-16 Std. unter N, iri 55-proz. Methanol mit 
8-proz. KOH. Das [Inverseifbare wurde rnit mehreren Portioncn Petrolather (Sdp. 30- 
40") extrahiert. Dic vereinigten Petrolatherextrakte wurden wiedcrholt mit 1-proz. KOH 
sowie mit Wasser bis zum hTeutralpunkt gewaschen und der Petrolather iiber Natrium- 
sulfat getrocknet. Nach Digitoninfullung der Steroide in 80-proz. Athanol nutselite man 
die Digitonide ab und wusch mit dther in einem Tracerlab Precipitation Apparatus. Die 
so entstaridenen Plattchen unendlicher Schiehtdicke (d. h. > 17 mg Cholesterindigitonid/ 
a n z )  wurderr linter einer Infrarotlampe vorgetrocknet und bis zur Gewichtskonstanz im 
Vakuum iibcr Paraffin und P,O, gehalteri. Die Messung der relativen totalen Aktivitat (auf 
der glatten Uiiterseite der Plattchcn) erfolgte in Tracerlab windowless flow counter bis 
rnindestens 1000, Ineist bis zu 10000 Iinpulce 1 und mit Korrektur fur den Nulleffekt. 

Kontroll- und Versuchsansatze wurden im Doppel durchgefuhrt. Die Kontroll- 
Parallelwerte von 14 Versuchen wichen mit cincm rnittleren Fehler voii & 1,7% vonein- 
ander ab. In  jeder Versuchsseric wurdeu mehrere Verbindungen unter Verwendung der 
gleichen Hornogcnat,losung parallel gepruft. Das Ergebnis eines typischen Inkubations- 
versuches ist in Tab. 7 dargestellt. Da die Werte fur dic relative totale Aktivitat der 
Kontrollansatze Tagesschwankungen40) und Uiiterschiede in den verschiedenen Medien I 

40) 1. D. Prank jr.& iV. L. R. Buc7~er, ,J. biol. Chemistry 206, 471 (1954). 
41) AT. L. R. Ruchu & K.  McGarrahan, J. biol. Chemistry 222, 1 (19,56). 
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bis IV aufwiesen, wurden die Versuchsergebnisse jeweils iiur in "/u der Kontrollwerte des- 
selben Tages ausgedruekt. 

Tabelle 7. 
Versuche mit Kattenleberhomogenaten: 

T ypisches Beispiel fur die Hemmung des [l-14C]-Acetat-Einbaues in  digitoninfallbare 
Substanzen durch ph ysiologische isoprenartige Carbonsauren. 

(Inkubationsmedium 11, molares Verhaltnis [l-14C]-Acetat zu Testsubstanz 1 : 20.) 

Zusatz 2 x 10-3-m. 

j3, j3-Dimethylacrylsaure 
(DNS) 

,!I-Hydroxy-isovaleriansaure 
(HIV) 

/3-Hydroxy-,!I-methylglutar. 
saure (HMG) 

Relative totale Aktivitat der 
Digitonid- Digitonid-Plattchen 

2.285 ' l o o k  1 75 2.236 I 73 I 
73 1.875 

80 2.200 

11. V e r s u c h e mi t L e b e r s c h n i t t e n  ( F ii t t e r u n g s v e r s u c h e ) . 
Leberschnitte wurden mit freier Hand ca. 0,s mm dick geschnitten. Etwa 500 mg 

Hchnitte (Frischgewicht) wurden in 4 ml Phosphatpuffer wahrend 3 Std. unter 0, bei 
37,5O urid einer Schuttelfrequenz von ca. 11O/Min. inkubiert. Da relativ K+- und Mg++- 
reiche Puffer fur die Cholesterinsynthese optimal sein sollen4*), wurde ein Puffer folgender 
Zusammensetzung gewahlt (Mol/Liter) : NaCl 0,045; KCl 0,084; MgSO, 0,005; KH,PO,/ 
Na,HPO, (pH = 7,4) 0,011. 

Each der Inkubation sofortiges Homogenisieren der Leberschnitte in einem Potter- 
Elvehjem-Homogenisator in Methanol, erschopfende Extruktion des Unloslichen mit ko- 
chendem Methanol und Zusatz von Kaliummethylat zu den vereinigten Methanol-Ex- 
trakten. Verseifung wahrend 2 Std. am Riickflusskuhler unter N,, dann fur weitere 30 Min. 
nach Zugabe von 0,25 Vol. Wasser. Nach Abdampfen des Methanols im N,-Stroni Extrak- 
tion des Unverseifbareri mit mehreren Portionen Petrolather (Sdp. 30-40O). Bei aus- 
schliesslicher Bestimmung der rel. totalen Aktivitat wurden vor der Verseifung 5 mg in- 
aktives Cholesterin/100 mg Leberschnitte zugegeben. Bei gleichzeitiger Bestimmung der 
spez. Aktivitat erfolgte ein entsprechend geringerer Verdunnungszusatz nach Entnahme 
von des Unverseifbaren zur Chole~terinbestimmung~~). Weiteres Vorgehen bei den 
Homogeriatversuchen. 

Bei den ~ut te rungs~er~uche~,  wnrden taglich jeweils 0,5 g/kg Ratte der mit KOH iieu- 
tralisierten C,- und C,-Carbonsauren mit dem Futter vermischt. Natiirliches Hqualen 
(0,5 g/kg) wurdc in Arachisol (5 ml/kg) und das Cholesterin (1 g/kg) in Form einer 2-proz. 

42)  G. L. Curran, 0. L. Clute, J. biol. Chemistry 204, 215 (1953). 
43) L. L. Abell, B. B. Levy, B. B. Brodie & F.  E. Kendall, J. biol. Chemistry 195,357 

(1962). 
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wasserigcn Suspension dem Futter beigegeben. Die Gewichte der Versuchstiere ent- 
sprachen beim Versuchsende denjenigen der Kontrolltiere. \'on jeder Leber wurden zwei 
Ansbtze inkubiert. Fur jeden Versuch mit C5- und C,-Verbindungen wurden j e  vier Kon- 
troll- und Versuchsticre eingesetzt; die Wiederholung des Versuches mit MVA (Versuchs- 
gruppe A' und R') erfolgte rnit der doppelten Tierzahl. Die Squalen- und Cholesterin- 
Gruppen bestanden aus je 2-3 Tieren. 

SUMMARY. 

1. The influence of nearly all known physiological isoprene-like 
carboxylic acids with 5 and 6 carbon atoms on the incorporation of 
[l-14C]-acetate into substances precipitated by digitonine was investi- 
gated by means of liver homogenates in buffers with various supple- 
ments. /?, 6-Dihydroxy- @-methylvaleric acid and P-hydroxy- P-methyl- 
glutaric acid appear to be the most closely related t o  the hypothetical 
isoprene unit j isovaleric acid, P, P-dimethylacrylic acid and P-hydroxy- 
isovaleric acid appear to  lie on a by-path leading probably via p-hy 
droxy-P-methylglutaric acid to cholesterol. Trans- and cis-@-methyl- 
glutaconic acid do not seem either to  he necessary intermediates in 
cholesterol biosynthesis. P-Methyl-crotylaldehyde, P-methyl-crotyl- 
alcohol and isomylalcohol considerably inhibited the incorporation of 
acetate; however, it was uncertain whether this was due t o  a true in- 
hibition or whether it indimtes a metabolic pathway from isovaleric 
acid and p, P-dimethylacrylic acid to  cholesterol which does not pro- 
ceed viu p-hydroxy- p-methylglutaric acid. 

3. I n  rats fed B, /3-dimethylacrylic acid, 16-hydroxyisovaleric acid, 
tvans-p-methyl-glutaconic acid, P-hydroxy-P-methylglutaric acid and 
p, 6-dihydroxy-p-methylvaleric acid, only P, 8-dihydroxy- P-methyl- 
valeric acid showed a tendency to decrease the incorporation of 
[I-l4C]-acetate in liver slices. It thus appears that P, 8-dihydroxy-P- 
methylvaleric acid is an important precursor of cholesterol also in vivo, 
although considerable amounts of it are probably metabolized through 
other pathways. 

Forschungsabteilung der P. Hoff tnann-Lu IZoche & Co. A.G., Basel. 


