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SUMMARY 

Some new compounds, including 3 ~ ,  16%-dihydroxy-pregnan-20-one (I) and 
3a, 16%-dihydroxy-allopregnan-20-one (III), have been isolated from urine of patients 
with clinically compensated adrenogenital salt-losing syndrome. Compound I seems 
to be responsible for the original salt loss. This effect could be demonstrated under 
certain conditions in male adrenalectomized rats. Compound I11 was also isolated 
from hog adrenals. The synthesis of these steroids and of a few others, stereoisomeric 
in positions 3, 5 and 16, and of a 5,6-dehydro analog is described. There is some 
preliminary evidence for the presence of compound I and I11 in urines of origin other 
than patients with adrenogenital syndrome. 

Forschungslaboratorien der CIBA AKTIENGESELLSCHAFT, BaseI, 
Pharmazeutische Abteilung 

11. Die enzymatische Dehydrierung der Stearinsaure zu Olsaurel) 
von Karl Bernhard, J. von Bulow-Koster und H. Wagner 

(1. XII. 58) 

Wir zeigten kurzlich 2) ,  dass Linolsaure und y-Linolensaure im Tierkorper nicht 
zu gesattigten Sauren hydriert werden und entgegen der allgemeinen Annahme auch 
die Olsaure nicht in Stearin- bzw. Palmitinsaure, Stearinsaure aber in Restatigung 
der Befunde von SCHONHEIMER & RITTENBERG3) in Olsaure ubergeht. Nach Fut- 
terung l*C-signierter Stearinsaure an Ratten betrug der Anteil der Olsaure an der 
Gesamtaktivitat der Leberfettsauren z. B. 27,5%. 

Der Nachweis eines die Stearinsaure in Stellung 9,lO dehydrierenden Enzymes 
wurde von verschiedenen Autoren versucht *). LANG & ADICKES~) fugten Leber- 
bzw. Muskelextrakten Kaliumstearat zu und schlossen aus dem Nachweis von 
Azelainsaurealdehyd, nach erfolgter Oxydation des Reaktionsgemisches, auf eine 
Bildung von Olsaure. Analoge Extrakte entfarbten in Gegenwart anderer Fettsauren 
(Palmitin-, Laurin-, Undecyl-, Caprylsaure usw.) Methylenblau bedeutend rascher 
als Kontrollen ohne Fettsaurezugabe 6 ) .  

LE BRETON und Mitarbeiter versuchten in der Folge zu starker wirksamen De- 
hydrase-Praparaten aus Leber zu gelangen und beobachteten sehr kurze Entfarbungs- 
zeiten des Methylenblaus, wenn Nicotinsaureamid, Pyridoxin oder Pantothensaure 
zugefugt wurden 7). Diese Ergebnisse wurden mit dem Bodensatz erzielt, wahrend 
das Uberstehende verworfen wurde. Wir stellten fest, dass solche Fermentextrakte, 
-~ 

1) Vorgetragen am IV. Internat. Kongress fur Biochemie, Wien 1958. 
*) K. BERNHARD, M. ROTHLIN & H. WAGNER. Helv. 41,1155 (1955). 

*) B. S H a r I R o  & E. WERTHEIMER, Biochem. J. 37, 102 (1943) ; K. LANC, 2. physiol. Chem. 
R. SCHONHE~MER & D. RITTENBERG, J.  biol. Chemistry 113, 505 (1936). 

261, 241 (1939). 
5, K. 1,ANG & F. ADICKES, 2. physiol. Chem. 262, 123 (1939/40). 
6 ,  K. LANG & H. MAYER, Z. physiol. Chem. 261, 249 (1939). 
’) J .  CHAMPOVGSY & E. LE BRETON, Compt. rend. Soc. b i d  139, 919 (1945). 
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in Gegenwart genugender Mengen Adenosin, Methylenblau auch dann entfarben, 
wenn keine Fettsaure-Zugabe erfolgt. Die Entfarbungszeiten sind ferner fur gewisse 
andere Fettsauren denjenigen sehr ahnlich, die fur die Stearinsaure gemessen werden 
konnen (vgl. Tab. 1). 

153 

Behenol- 

190 155 
105 135 
55 50 
60 55 

Tabelle 1. 

Eruca- Brassidin- 01- 1 Elaidin- Stearin- Stearol- I 
255 240 290 310 215 165 

150 120 210 125 110 130 
80 70 165 85 55 160 

130 85 205 100 80 14.5 

Saure 

Ferment- 
extrakt 

I1 
11 
III 
IV 

Wenn man im Sinne von LANG hergestellte Leberhomogenate bzw. Enzymauszuge 
der Verseifung und Extraktion unterwirft, erhalt man wesentliche Mengen Fettsauren. 
olsaure ist also bereits im Substrat vorhanden und die Isolierung eines ihrer Oxy- 
dationsprodukte daher kein Beweis fur ihre Bildung aus zugefuhrter Stearinsaure. 

Wir versuchten die vornehmlich nur auf Grund der Methylenblau-Entfarbung 
postulierte Dehydrierung der Stearinsaure durch Leberenzyme, unter Verwendung 
14C-signierten Substrates, zu beweisen. 

Es wurden nach den Angaben von LE BRETON und Mitarbeitern angereicherte 
Extrakte aus Rattenlebern nach dem THUNBERG-Verfahren gepruft, aber auch mit 
Homogenat und Mitochondrien unter Sauerstoffzutritt gearbeitet. Wir haben den 
Enzyrnpraparaten mit KOH neutralisierte Stearinsaure bekannter Aktivitat zu- 
gesetzt und das Reaktionsgemisch spater oxydiert. Die Azelainsaure wurde papier- 
chromatographisch abgetrennt und auf ihre Aktivitat gepriift. 

Tabelle 2. Dehydrierung von signierter Stearinsaure zu  ~ l s u z t r e  durch I~attenleber-Extrakte 

Versuchs- 
anordnung 

im Vakuum nach 
THUNBERG 

unter Sauerstoff 

Art des Enzym- 
praparates 

Extrakt nach 
LE BRETON mit Adenosin 

a) ohne A TP-Zusatz  
Mitochondrien 
Mitochondrien 
Gesamt-Homogenat 

b) mit A TP-Zusatz  
Gesamt-Homogenat 
Mitochondrien 
Uberstehendes 
Extrakt nach LE BRETON 
Uberstehendes davon 

Aktivitaten c/mg.min 

Fettsauregemisch 
vor Oxydation 

22340 
120200 
203000 

81400 
77100 
17350 

22200 
27800 
16200 
14500 
31800 

Azelain- 
saure 

0 
0 
0 

0 
0 

100 

3400 
20 

540 
0 

90 

R, J. CHAMPOUCNY & E. LE BRETON, Compt. rend. SOC. biol. 141, 43 (1947). 
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Mit Gesamthomogenat gelang der Nachweis aus der radioaktiven Stearinsaure 
gebildeter Olsaure. Bei der Fraktionierung wurde die wirksame Dehydrase nicht in 
den Mitochondrien, sondern im Uberstehenden (Mikrosomen, Cytoplasma) aufge- 
funden. Der nach LE BRETON durch Ammoniumsulfat-Fallung gewonnene Enzym- 
cxtrakt war zur Dehydrierung von Stearinsaure nicht befahigt, wahrend das bei den 
Fallungen abgetrennte Uberstehende, weiin auch nur in geringem Masse, Stearin- 
saure in Olsaure umzuwandeln vermochte. Einige Resultate sind aus Tab. 2 ersicht- 
lich (vgl. auch J. VON BULOW-KOSTER, Diss. Phil.-naturwissensch. Fakultat, Basel). 

Experimentelles. Das Tiermatcrial waren weisse, weibliche, normal ernahrte Ratten von 
cinem durchschnittlichen hl tcr  von 12 Monaten und ca. 250 g Gewicht. 

1, Lkhydvase-Nachweis auf Gvund uon Metl~ylenblau-Entfavbungen. Nach CHAMPOUGNY & LE 
HRETON 7, aus  Rattcnleber gewonnenc Fermentextrakte wurden innerha.lb 1-2 Std. nach Totung 
der Tiere eingesetzt und nach Adenosin-Zusatz die Entfarbungszeiten des Methylenblaus be- 
stimmt. W'ir haben glcichzeitig acht Proben von gleichem Volumen in einem Thcrmostat auf 37" 
gehalten. Die Substrate bestanden aus 0,01-m. wasserigen Losungen der Kaliumsalze reiner 
Hehcn-, Eehenol-, Eruca-, Brassidin-, 01-, Elaidin-, Stearin-, Stearol-, Arachin-, Margarin-, 
Palmitin- und Laurin-Saure. Die Beschickung erfolgte mit 1 ml Fermentextrakt, 1 ml Phosphat- 
puffer, 1 ml Substratlosung, 0,2 ml Mcthylenblau (1 :2000) und 0,l-0,15 ml Adenosinlosung 
(50 y in 0,l nil Ltisung). Eine Alitivierung durch Nicotinarnid, Pyridoxin usw. wurde bcreits be- 
schriebens) ; wir beobachteten auch fur Folsaure eine ahnliche Wirkung. 

2. Vevsuche mit 14C-Steavznsauve a.ls Substvat. Wir synthetisierten eine carboxylsignierte Stearin- 
saurc, die chromatographisch rein cine spezififiche Aktivitat von z. B. 1015000 c/mg. min aufwies. 

A ufarbeitung des Keaktionsgelnisches: Xach Beendigung der Versuche wurde mit 10-proz. 
Schwefelsaure angesauert, mit dem gleichen Volumen Aceton versetzt und ca. 1 Std. stehen- 
gclasscn. llas Aceton haben wir mehrmals crneuert und den Ruckstand schliesslich abfiltriert. 
Er wurde darauf mehrere Std.  im Soxhlet-Xpparat mit Ather zur moglichst quantitativen Iso- 
lierung aller Fcttantcile extrahiert, was auf Grund von Aktivitatsbestimmungen leicht zu ver- 
lulgen war. Xceton- und ktherextrakte haben wir vereinigt, die Losungsmittel abdestilliert 
und dic verbleihende wasserige Phase dreimal mit Petrolather ausgeschiittelt und nochmals im 
liiihrcxtraktor mit :4ther ausgezogen. Dieser Wthercxtrakt enthielt nnr noch Spuren aktiver Sub- 
stanz. Die so crhaltcnen Lipide wiescn ausser der zugefugten Stcarinsaure merklichc Mengen Neu- 
tralfett aus der Lcber auf. trin eine Verdunnung der aktiven Sauren zu verhindcrn, haben wir 
cine Xbtrennung des Xeutralfettes durch einc Silicagelsaule in Anlehnung an (lie Olentsauerungs- 
inathodc von K.\UFMANN 9, vorgenommen. Die Oxydation der auf der Saule verblcibenden Fctt- 
sBuren vollzogen w i r  nach RUDLOFF~~)  mit  Xatriumperjodat. Anschliessend wurden die Fettsauren 
nach unscrer hlethodc") und die Ilicarbonsauren nach ISHERWOOD 12) chromatographiert. Die 
.\ktivitatsausz~hlung erfolgtc direkt au f  dem Papier. 

Frvntentaraveichevu?zg nach 1,~: R R E T 0 X 7 ) .  Xnsatze: 100 ml Extrakt,  100 ml Yufferlosung, 6 mg 
idenusin,  8 nil 0,01-in. Methylcnblau, 25 ml0,01-m. Kaliumstearat. Zur Aufarbeitung wurdenvier 
solcher Ansatzevereinigt unddurch Extraktion z.B.2100 mg Lipidebzw.600 mg Fettsaurenerhalten. 
Die nach OxydationisolicrteAzelainsBure war inaktiv. Zwei analogeSerien von vier Ansatzen fuhrten 
a i m  sclben Ergehnis. Trotz sehr rascher Entfarbung des Methylenblaus konnte in keinem Fall  
aktivc Azelainsaure nachgewiesen wcrden. UieAktivitat blieb vollig auf die Stearinsaure beschrankt. 

t'evsuche wit Mitochondvien. l'iir die Mitochondrien-Isolierung hiclten wir uns an  die Angaben 
w n  HOGEBCOM & SCHN!LIDER'~). Ansatzc: 8 ml 0,01-n. Kaliumstearat, 50 ml Puffer mit den 
aufgeschlenimtcn Mitochondricn von 10 g Ixber.  Es wurde 2yL Std. im  Wasscrbad bei 37" in 
cincr Saucrstoffatmosphiire geschiittelt. Die aus den vereinigtcn Ansatzen isolierte Lipidmenge 
bctrug z. R. 200 mg, moraus 100 mg Fcttsauren resulticrten. Die Azelainsaure war inaktiv. Ein 
analoger -hsa t z ,  ausgchend x~on 90 g Rattenlcber, ergab dasselbe Ergebnis. 

O) H. P. KAUFMANB & 0. SCHMIDT, Fette u. Seifen 47, 294 (1940). 
In) E.  v. RUDLOFF, J. Amer. Oil Chemists Soe. 33, 126 (1956). 

Ie) F. A .  ISHERWOOD & C. S. HASES, Biochcm. J .  55, 824 (1953). 
G. H. HOGEBOOM, W. C.  SCHNEIDER & G. E. PALLADE, J. biol. Chemistry 172,619 (1948). 

'I) H. LVAGNER, L. ABISCH & I<. B E R N H A R D ,  Helv. 38, 1537 (1955). 
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Vevsuche rnit Lebeuhonzogenaf. Wir homogenisierten im P o ~ ~ ~ ~ - A p p a r a t  30 g Leber mit 
100 ml eiskalter 0,25-m. Saccharoselasung und zentrifiigicrten 15 Min. bei 600 g und - 3". Von 
den1 t?berstehenden hahen wir 100 in1 rnit 100 ml 0,15-m. KC1-Losnng, 250 ml Phosphatpuffer 
(0,15-m., pH 7,6), 10 ml0,lS-m. MgCl,, 20ml0,01-m. Kaliumstearat, 20 ml Trockenplasmalosung 
zur Stabilisation und 1,4 g Nicotinamid auf 4 Erlenmeyer von 200 ml verteilt und bei Sauerstoff- 
atmosphare 2 Std. bei 37' geschiittelt. Bei der Aufarbeitung der vereinigten Ansatze erhielten 
wir 850 mg Lipide, nach Trennung rnit Silicagel 400 mg Fettsauren. Die Azelainsaure daraus 
war aktiv. Ein analoger Versuch rnit ATP-Zusatz ergab Azelainsaure rnit rund 25mal hoherer 
r\ktivitat als im Versuch ohne ATP-Zusatz. Versuche mit Mitochondvien, jedoch rnit ATP- 
Zusatz, zeigten, class dieselben die Dehydrogenase nicht enthielten. Daher wurde das T h e y -  

stehende (Mikrosomen, Cytoplasma) gepriift. Die nach Anwendung von Uberstehendem aus dem 
Keaktionsprodukt erhaltene Azelainsaure war rund 50mal aktiver als bei den Versuchcn rnit den 
Mitochondrien. Zwei weitere A4nsatze unter Fermentsnreicherung nach LE BRETON, diesmal rnit 
.\TF-Zusatz (statt Adenosin) und unter Sauerstoff geschuttelt (statt im Vakuum nach THUN- 
BERG), bewiesen das Vorhandensein der Dehydrogenase im ersten tlberstehenden der Frak- 
tionierung, das von diesen Autoren verworfen wird, wahrend die I, Fermentanreicherungs nur 
in einem Falle sehr schwach aktive Azelainsaure ergab. 

Diskussion der Ergebnisse 
Der Nachweis eines die Stearinsaure in Stellung 9,lO dehydrierenden Enzymes aus 

Rattenleber konnte unterverwendung einer carboxylsignierten Saure erbracht werden. 
Ein mit Rohrzucker gewonnenes Rattenleber-Homogenisat vermochte nach Ab- 

trennung der Zellkerne Stearinsaure schatzungsweise im Ausmasse von etwa 5% zu 
dehydrieren. Durch Fraktionierung in Mitochondrien und Uberstehendes (Mikro- 
somen, Cytoplasma) gelangten wir zur folgenden Feststellung: Die Mitochondrien 
erwiesen sich praktisch als unwirksam. Eine sehr geringe Enzymaktivitat wurde 
durch Verunreinigung mit dem Uberstehenden bedingt. Die Dehydrase findet sich 
vielmehr im Uberstehenden vor, das sich besonders in Gegenwart von ATP zur 01- 
saurebildung befahigt erweist. 

Die Entfarbung von Methylenblau in Gegenwart von Stearinsaure ist kein Beweis 
fur ihre Dehydrierung zur Olsaiure. Obwohl nach LE BRETON hergestellte Leber- 
extrakte sehr rasch Methylenblau entfarben, gelang in keinem Falle die Auffindung 
aktiver Azelainsaure als sicherer Hinweis stattfindender Olsaurebildung. 

Nach Einwirkung solcher Leberextrakte auf 14C-Stearinsaure konnte aus dem 
Oxydationsgemisch papierchromatographisch stets Oxalsaure erhalten werden. Sie 
war aber immer inaktiv, womit sich das Vorhandensein einer in Stellung 1,2 wirk- 
samen Dehydrase, die zu cc,B-ungesattigten Sauren fuhrt, ausschliessen lasst. 

Wir danken der CmA-Stiftung fur die finanzielle Unterstiitzung vorliegender Arbeit. 

SUMMARY 

We tried to prove the conversion of stearic acid into oleic acid by liver extracts. 
The method described by LE BRETON and co-workers results in enzyme prepa- 

rations from rat liver which decolorize methylenblue very rapidly but do not 
dehydrogenate stearic to oleic acid. 

After fractionation of liver cell particles in sucrose solution we were able to 
prove the existence of a dehydrogenase in the supernatant containing microsomes 
and cytoplasma, which converts I4C stearic acid into oleic acid. The mytochondrial 
fraction showed no activity. 
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