ZUSCHRIFTEN

Linolsiaureoxidation im Low-Density-
Lipoprotein: ein wichtiger Faktor bei der
Atherogenese**

Dieter Spiteller und Gerhard Spiteller*

Fast die Hilfte aller Todesfélle in Deutschland wird durch
Herz-Kreislauf-Erkrankungen verursacht,!'l zum Teil als Fol-
ge der Ablagerung cholesterinreicher Plaques in den Arte-
rien. Cholesterin, ein essentieller Bestandteil der Zellmem-
branen, wird den Zellen iiber das Low-Density-Lipoprotein
(LDL) zugefiihrt. LDL besteht aus einem Lipidkern, der
hauptsichlich Cholesterinester enthilt. Diesen Kern umgibt
eine Phospholipidschicht, die wiederum von einem Protein
umbhiillt wird. Dieses wird tiber Lysylreste von Zellrezeptoren
erkannt, die sich in ,coated pits“ auf der Zelloberfldche
befinden. Das gesamte ,coated pit“ wird mit dem am
Rezeptor gebundenen LDL von einem Protein umschlossen
und in das Zellinnere transportiert. Dort trennt sich das
Protein vom Rezeptor, und LDL wird frei. In der Folge wird
das LDL ,verdaut“: Das Protein wird in Aminosiduren
zerlegt, Cholesterinester und Phospholipide werden verseift.
Je nach Bedarf an Cholesterin werden mehr oder weniger
Rezeptoren gebildet.> 3

Oxidativ verdndertes LDL* ! wird nicht mehr vom LDL.-
Zellrezeptor, sondern von ,,Scavenger“-Rezeptoren an Ma-
krophagen erkannt, unbegrenzt aufgenommen>3 und
schlieBlich als Plaques abgelagert. LDL ist sehr oxidations-
empfindlich, die Oxidation erfolgt unter Kupfer(i)-Ionen-
Katalyse an der Luftl>¢l oder selbst schon bei drei- bis
sechsmonatiger Aufbewahrung bei 0°C."" Oxidiertes LDL
(oxLDL) ist toxisch, die toxischen Verbindungen sind mit
organischen Losungsmitteln extrahierbar.’l Dies legte den
Verdacht nahe, dass es sich bei diesen toxischen Bestandteilen
um Produkte der Lipidperoxidation (LPO) mehrfach unge-
sittigter Fettsduren (polyunsaturated fatty acids, PUFAs)
handeln konnte.™ Einige dieser Produkte wurden identifi-
ziert,[® %1% die meisten sind bisher unbekannt geblieben.

Da LPO-Produkte im Vergleich zu anderen Verbindungen
im LDL nur in Spuren vorliegen, erfordert ihre Identifizie-
rung eine sehr empfindliche und spezifische Nachweismetho-
de. Substituierte Fettsduren und daraus gebildete Produkte
geben nach entsprechender Derivatisierung charakteristische
Spektren bei der ElektronenstoB-Massenspektrometrie (elec-
tron impact mass spectrometry, EI-MS). Wir haben daher
diese Methode zur Identifizierung der LPO-Produkte ver-
wendet, die bei der durch Kupferionen induzierten LDL-
Oxidation,P! aber auch bei Aufbewahrung von LDL bei 0°C
entstehen.’]

Reine mehrfach ungesittigte Fettsduren wurden zunéchst
unter den gleichen Bedingungen, die wir spater zur Oxidation
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von LDL anwandten, unter Kupfer(i)-Ionen-Katalyse an der
Luft bei 37°C oxidiert. Die Lipidfraktion der Reaktions-
produkte wurde zur Derivatisierung von Carbonylgruppen
mit Pentafluorbenzylhydroxylaminhydrochlorid umgesetzt.(!
Freie Sduregruppen wurden durch kurzfristige Einwirkung
von Diazomethan in Methylestergruppen iiberfiihrt und dann
vorhandene Hydroxygruppen mit N-Methyl-N-trimethylsilyl-
trifluoracetamid (MSTFA) trimethylsilyliert. Das so erhalte-
ne Produktgemisch wurde durch GC/MS unter Aufzeichnung
des Totalionenstroms analysiert. Die nachgewiesenen Ver-
bindungen erwiesen sich als qualitativ nahezu identisch mit
LPO-Produkten, die schon friither!!: 12 bei der Oxidation von
PUFAs mit anderen Oxidationsmitteln (z.B. Fe**/Luftsauer-
stoff) erhalten worden waren; allerdings beobachteten wir in
verstirktem MafBe die Bildung hoher oxidierter Verbindun-
gen (z.B. die Uberfithrung von Aldehyden in S#uren). Die
Kenntnis der so gewonnenen Spektren erleichterte das Auf-
finden analoger Produkte nach Luftoxidation von LDL-
Proben. In Zeitabstinden entnommene Proben gaben Hin-
weise auf den Reaktionsverlauf. Zur Erfassung veresterter
oxidierter PUFAs war es allerdings notwendig, in das oben
beschriebene Aufarbeitungsverfahren einen Hydrolyseschritt
mit Cholesterin-Esterase einzubauen. In den Abbildun-
gen 1-3 ist der zeitliche Verlauf der Oxidation einer LDL-
Probe beispielhaft dargestellt.

Abbildung 1 zeigt einen Ausschnitt aus dem rekonstruier-
ten Ionenstrom-Chromatogramm (RIC) der betreffenden
LDL-Probe vor der Oxidation. In Abbildung 2 ist das RIC
derselben Probe nach 6-stiindiger Oxidation, in Abbildung 3
nach 24-stiindiger Oxidation reproduziert. Die identifizierten
Verbindungen sind in Tabelle 1 aufgefiihrt.

Qualitativ unterscheiden sich die RICs der LDL-Proben
verschiedener Spender und kéauflicher Proben nicht. Die
Mengenverhiltnisse der in LDL-Proben enthaltenen Séduren
und ihrer Oxidationsprodukte sind dagegen individuell ver-
schieden: Sie hdngen stark von der Erndhrungsweise des
Probanden ab, ein hoher Spiegel an Linolsdure in der
Nahrung verdoppelt bis verdreifacht die Menge an Oxida-
tionsprodukten im LDL 12 bis 16 h nach Aufnahme einer
linolsdurereichen Mahlzeit.[¥]  9-Hydroxy-10,12-octadeca-
diensidure (9-HODE) und 13-Hydroxy-9,11-octadecadiensidu-
re (13-HODE) sind in Spuren bereits vor der LDL-Oxidation
vorhanden (Abbildung 1), ein Zeichen dafiir, dass selbst in
gesunden Probanden in kleinem Maf3 eine Oxidation der
Linolséure stattfindet.

Die LDL-Oxidation beginnt nicht sofort, weil zuerst die
vorhandenen Antioxidantien verbraucht werden.®l Diese
Zeitspanne (Lag Time) hdngt von der Menge zugesetzter
Kupfer(i)-Ionen ab, sie ist aber auch individuell verschieden.
Im vorliegenden Fall wurden erste Oxidationsprodukte nach
sechsstiindiger Inkubation (Abbildung 2) an einer Zunahme
der Menge der HODE-Derivate (Peak 33) erkannt. Wiahrend
9-HODE und 13-HODE schon friiher als LPO-Produkte bei
der Kupferionen-induzierten LDL-Oxidation identifiziert
wurden™” und auch stark angereichert im Blut von Athero-
sklerosepatienten vorliegen,[') waren Epoxyhydroxyoctade-
censiuren (EpHODs, Peak 37 und 38) sowie 9- und 13-
Oxooctadecadiensiduren (KODEs, Peak 35, 36 und 39) bisher
noch nicht als Oxidationsprodukte von LDL beschrieben
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Abbildung 1. Ausschnitt eines RI-Chromatogramms der aus LDL erhal-
tenen Lipidfraktion eines 67-jahrigen Mannes (Gesamtcholesterin
199 mgdL!, LDL-Cholesterin 127 mgdL !, HDL-Cholesterin 57 mgdL"!,
Triglyceride 71 mgdL-"). Die Zahlen iiber den Peaks entsprechen den in
Tabelle 1 angefiihrten Verbindungen.
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Abbildung 2. Ausschnitt eines RI-Chromatogramms der gleichen LDL-
Probe wie in Abbildung 1 nach sechsstiindiger Oxidation (5 pm CuSO,,
Luftsauerstoff, 37°C). V = Verunreinigung.
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Abbildung 3. Teil des RI-Chromatogramms der gleichen LDL-Probe wie
in Abbildung 1 nach 24-stiindiger Oxidation. V = Verunreinigung.

worden. Thr Auftreten ist bemerkenswert, weil Epoxide
(unter Offnung des Epoxidringes) und KODEs (im Zuge
einer Michael-Reaktion) mit Nucleophilen (insbesondere
Glutathion) reagieren und somit eine toxische Wirkung durch
Blockierung SH-Gruppen-haltiger Enzyme entfalten konn-
ten.
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Innerhalb von 24 h 4nderte sich das Produktspektrum
erheblich (Abbildung 3). Der Spiegel an Oxidationsproduk-
ten, besonders der von HODEs (Peak 33, 34a und 34b) stieg
gewaltig, aber auch die vermehrte Bildung von Aldehyden
war nachweisbar, z.B. von 4-Hydroxy-2-nonenal("! (4-HNE;
Peak 24 a und 24 b, zwei Isomere) oder von 2-Hydroxyhepta-
nal (Peak 13).

Im Unterschied zu den typischen Produkten der Linolsidu-
reoxidation (HODEs, KODEs, EpHODs) waren Oxidations-
produkte von Arachidonsédure, wie Hydroxyeicosatetraenséau-
ren (Peak 40, mehrere Isomere), nur in geringer Menge
vertreten. Dieses Ergebnis ist tiberraschend, weil bisher
angenommen wurde,”! dass bei der LPO von LDL vorwie-
gend Arachidonsdure angegriffen wird. Fiir die etwa gleich-
groBle Oxidationsneigung von Linol- und Arachidonsdure
spricht auch die etwa gleichstarke Abnahme der diesen
Sauren entsprechenden Peaks (Peak 28 und 31) in den
Oxidationsansétzen.

In kleiner Menge lassen sich nach 24-stiindiger Oxidation
auch Produkte der Olsiureoxidation erkennen (Peak 32),!10
die somit zeigen, dass ein oxidativer Angriff auch an nur
monoallylisch aktivierten Methylengruppen erfolgt.

Das im Gegensatz zur bisherigen Meinungl®! bevorzugte
Auftreten von Produkten der Linolsdureoxidation ist ver-
standlich, wenn man bedenkt, dass Radikale, die LPO-Pro-
zesse einleiten, nur die Gruppierung -CH=CH-CH,-CH=CH-
»sehen“. Sie greifen daher freie PUFAs und deren Ester mit
dhnlicher Wahrscheinlichkeit an. Der iiberwiegende Anteil
von LDL besteht aus Linolsidurecholesterinester,!'®! Arachi-
donsédurecholesterinester liegt dagegen in viel geringerer
Menge vor. Auflerdem unterliegen LPO-Produkte der Ar-
achidonsdure einem rascheren weiteren Abbau als jene der
Linolsdure. Daher kommt es zu dem beobachteten Uber-
wiegen von Produkten der Linolsdureoxidation.

HODE:s, Hauptprodukte der LPO von LDL, sind physio-
logisch hochaktive Verbindungen: In Kombination mit an-
deren LPO-Produkten, z.B. 2,.4-Decadienal, bewirken sie,
dass Makrophagen Interleukin-153 abgeben,['”! sie aktivieren
das ,peroxisome proliferator-activated receptor protein®
(PPAR-y)'8l das bei der Zelldifferenzierung eine Rolle
spielt,l'”) sie induzieren Entziindungsreaktionen® und verur-
sachen das Anschwellen von Mitochondrien.?!l Toxische
Eigenschaften werden vor allem 4-HNE zugeschrieben, das
als a,f-ungesittigter Aldehyd Michael-Reaktionen ein-
geht;[1522. 23] noch toxischer als 4-HNE ist 2,4-Decadienal,?¥
bedingt durch eine ausgedehntere Konjugation und damit
eine hohere Reaktivitdt. Da das gleiche Strukturelement in
KODEs vorhanden ist, sollten KODEs eine dhnlich toxische
Wirkung entfalten. Dies wurde aber noch nicht untersucht.

Die Kupferionen-induzierte Oxidation von LDL ist eine
unphysiologische Methode. Eine dem physiologischen Ge-
schehen dhnlichere milde Oxidation von LDL erfolgt dagegen
bei Aufbewahrung von LDL-Proben in der Kilte.ll Dieses
minimal oxidierte LDL (minimally modified LDL, MM-
LDL) wird noch vom LDL-Zellrezeptor erkannt, aber nicht
mehr vom Scavenger-Rezeptor.”! Wir haben solches MM-
LDL aus einer Serumprobe, die 6 Monate bei 0°C gelagert
wurde, gewonnen und in gleicher Weise wie das mit Luft-
sauerstoff/Cu**-Ionen oxidierte LDL untersucht. Das Chro-
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Tabelle 1. Fettsdureprodukte, die in LDL vor und nach Oxidation mit CuSO,/Luftsauerstoff oder in minimal oxidiertem LDL identifiziert wurden.[?]

Nr. Herkunft Produkt nachgewiesenes gefunden!dl in
(Angriffspunkt)®! Derivatll LDLU MM-LDL
Oh 6h 24h
1 LES (n-3) H,C,-CHO PFBO +
2 AS (n-6), LS (n-6) H;,Cs-CH(OH)-COOH TMS/OMe +
3 AS (n-10), LS (n-10), H;,Cs-(CH=CH),-CHO +
4 AS/LS OHC-COOH PFBO/OMe +
5 AS/LS H,C,-CHO PFBO +
6 AS,LS,LES OHC-CH,-COOH PFBO/OMe +
7 LS (n-10), LES (n-10) HOOC-(CH,),--COOH OMe/OMe +
8 AS (n-6), LS (n-6) H;,Cs-CHO PFBO + +
9 LES (n-3) H;C,-CH(OH)-CHO TMS/PFBO +
10 AS (n-10), LS (n-10) H,,Cs-CH(OH)-CH=CH-COOH TMS/OMe +
11 CH,(OH)-CH(OH)-CHO TMS/TMS/PFBO +
12 LS (n-10), LES (n-10) HOOC-(CH,),-COOH OMe/OMe +
13 AS (n-6), LS (n-6) H,;,Cs-CH(OH)-CHO TMS/PFBO + +
14 H,;C;;-COOH OMe +  + + +
15 LS (n-6) H,;,Cs-CO-CH,OH TMS/PFBO +
(Artefakt, Umlagerungsprodukt von 13)
16 H,,C,;;-COOH OMe + 4+ + +
17 AS (n-10), LS (n-10) /o\ PFBO +
H,,C5—CH—CH—CHO
18 LES (n-10) H,C,-CH(OH)-CH=CH-CHO TMS/PFBO +
19 H,,C;,-COOH OMe +  + + +
20 H,,C;5-COOH OMe + + + +
21 H;,C,5-COOH OMe + + + +
22 AS, LS, LES OHC-CHO PFBO/PFBO + +
23 LS (n-10), LES (n-10) OHC-(CH,),-COOH PFBO/OMe + +
24 LS (n-10), AS (n-10) H;,Cs;-CH(OH)-CH=CH-CHO TMS/PFBO + + +
25 LS (n-10), AS (n-10) H;,Cs-(CH=CH),-CHO PFBO + +
26 LS (n-10), LES (n-10) OHC-(CH,),-COOH PFBO/OMe + + +
27 H,C-(CH,-CH=CH);-(CH,),-COOH OMe + + + +
28 H;C-(CH,);-(CH,-CH=CH),-(CH,),-COOH OMe + + + +
29 H;,Cs-CH=CH-(CH,),-COOH OMe + + + +
30 H;5C,,-COOH OMe + + + +
31 H,C,-(CH,-CH=CH),-(CH,);-COOH OMe + + + +
32 0OS (n-9) H,;,Cs-CH=CH-CH(OH)-(CH,),-COOH TMS/OMe + +
0S (n-10) H,;5C,-CH=CH-CH(OH)-(CH,),-COOH TMS/OMe + +
0S (n-9) H,;,Cs-CH(OH)-CH=CH-(CH,),-COOH TMS/OMe + +
0S (n-10) H;;C,-CH(OH)-CH=CH-(CH,),-COOH TMS/OMe + +
33 LS (n-6) H;,Cs-CH(OH)-(CH=CH),-(CH,),-COOH TMS/OMe + 4+ +++ ++
34 LS (n-10) H;,Cs-(CH=CH),-CH(OH)-(CH,),-COOH TMS/OMe + 4+ +++ ++
35 LS (n-6) H;,Cs-CO-(CH=CH),-(CH,),-COOH OMe + +
36 LS (n-10) H;,Cs-(CH=CH),-CO-(CH,),-COOH OMe + +
o]
37 LS (n-6) HHCS—Cﬁ—\CH—CH—CH=CH—(CH2)7—COOH TMS/OMe + ++ ++
o
o]
38 LS (n-10) H11C5—CH=CH—C|)H—C{(—\CH—(CH2)7—-COOH TMS/OMe + ++ ++
OH
39 LS (n-6), (n-10) H,,Cs-(CH=CH),-C(OH)=CH-(CH,),-COOH ETMS/OMe +
H,C,-CH=C(OH)-(CH=CH),-(CH,),-COOH ETMS/OMe
40 AS (n-10) H,,Cs-(CH=CH),-CH(OH)-(CH,-CH=CH),-(CH,);-COOH TMS/OMe + +
AS (n-12) H,,C;s-(CH=CH-CH,),-CH(OH)-(CH=CH),-(CH,);-COOH TMS/OMe + +
AS (n-9) H,,Cs-CH=CH-CH,-CH(OH)-(CH=CH),-CH,-CH=CH-(CH,);-COOH TMS/OMe + +
AS (n-13) H,,Cs-CH=CH-CH,-(CH=CH),-CH(OH)-CH,-CH=CH-(CH,);-COOH TMS/OMe + +
41 LS (n-10) H,;,Cs-CH = CH-CH(OH)-CH(OH)-CH(OH)-(CH,),-COOH TMS/TMS/ TMS/OMe +
42 LS (n-6) H,,Cs-CH(OH)-CH(OH)-CH=CH-CH(OH)-(CH,),-COOH TMS/TMS/TMS/OMe +
43 LS (n-10) H,,Cs-CH(OH)-CH=CH-CH(OH)-CH(OH)-(CH,),-COOH TMS/TMS/TMS/OMe +
44 LS (n-10), AS (n-10) H;;Cs-CO-CH=CH-CHO PFBO/PFBO +
45 LS (n-6) OHC-CH=CH-CH(OH)-(CH,),-COOH PFBO/TMS/OMe +
46 LS (n-6) H,,C;-CO-(CH=CH),-(CH,),-COOH PFBO/OMe +
47 LS (n-10) H;,Cs-(CH=CH),-CO-(CH,),-COOH PFBO/OMe +

[a] Die Verbindungen sind nach steigender Elutionszeit der jeweils nachgewiesenen Derivate bei der Gaschromatographie aufgefiihrt; die Nummer
entspricht den Peaks in Abbildung 1-3. Die Herkunft der einzelnen Verbindungen, ihre Strukturformeln und die Form ihrer Derivate sind in eigenen
Spalten angegeben. [b] AS = Arachidonsiure, LES = Linolensiure, LS = Linolsiure, OS = Olsiure. Der Angriffspunkt bezieht sich auf die Nummer des
Kohlenstoffatoms der Ausgangsverbindung, wobei vom endstdndigen C-Atom (n) ausgehend gezihlt wird. [c] ETMS = Enoltrimethylsilylester, OMe =
Methylester, PFBO = Pentafluorbenzyloxim, TMS = Trimethylsilylether. [d] Die Abstufung von+zu + ++ spiegelt die relativen Mengenverhiltnisse
wider. [e] Die Dauer der Oxidation (Cu?*/O,) ist angegeben.
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matogramm &hnelte dem einer etwa 10 h lang oxidierten
LDL-Probe. Da dieses MM-LDL vom LDL-Rezeptor noch
erkannt wird,”! sollte es in die Zelle gelangen und dort
,verdaut“ werden (siche oben). Also miissen HODEs,
KODEs, EpHODs, 4-HNE und 2,4-Decadienal auch in die
Zelle eingeschleust werden. Dies wiirde erklédren, weshalb die
Entwicklung der ,fatty streaks® (erstes Zeichen einer begin-
nenden Atherosklerose) unterhalb eines strukturell intakten
Endothels erfolgt.” Im Gegensatz dazu herrschte bisher die
Meinung vor, dass das LDL bei Atherosklerose durch
langeres Verweilen an der Endotheloberfliche von Zellen
oxidiert wiirde, die auf unbekannte Weise ein Oxidations-
potential erlangen kénnten.?]

Der Anstieg der HODE-Werte erfolgt Jahre, bevor erste
Anzeichen einer atherosklerotischen Verédnderung in den
Arterien zu beobachten sind,/?”! also auch bevor oxidiertes
LDL vom Scavenger-Rezeptor der Makrophagen erkannt
wird. Wir fanden in Modellversuchen, dass lipidhaltige
Peptide, die fiir die Erkennung von LDL durch seine
Rezeptoren verantwortlich sind, sehr viel weniger leicht
oxidierbar sind als PUFAs. Aus unseren Untersuchungen ist
daher der Schluss zu zichen, dass eine Atherosklerose mit
einer vermehrten Oxidation des PUFA-Anteils von Chole-
sterinestern und Phospholipiden beginnt. Der Anstieg des
Cholesterinspiegels bei Atherosklerose ist daher nur ein
Nebeneffekt der viel wichtigeren Oxidation des Fettsdure-
teils. Dieser Anstieg iibertrifft den des Cholesterins um mehr
als eine GréBenordnung.['¥

Experimentelles

Aus Blutproben gesunder Probanden wurde unmittelbar nach der Ent-
nahme Serum hergestellt und daraus LDL nach LeiB®! gewonnen.
Weiterhin wurde LDL kéuflich erworben (Fluka). MM-LDL wurde aus
Serumproben hergestellt,”! die 3—6 Monate bei 0°C gelagert worden
waren.!’!

Oxidation von LDL: Eine aus 40 mL Serum erhaltene LDL-Probe wurde
in 20 mL Phosphat-Puffer (0.1m, pH 74) gelost. Dieser Losung wurden
20 mL einer 10 um wissrigen CuSO,-Losung zugefiigt. Diese Losung wurde
an der Luft bei 37°C geriithrt. Nach 0, 6, 12 und 24 h wurden der
Oxidationslosung Proben von je 10 mL entnommen. Diese wurden nach
Bligh und Dyer®! extrahiert. Die organische Phase wurde mit 50 uL einer
0.05mm methanolischen Pentafluorbenzylhydroxylaminhydrochlorid-Lo-
sung versetzt. Nach 10 min Stehen wurde das Losungsmittel im Vakuum
bei Raumtemperatur entfernt. Der Riickstand wurde in 10 mL einer
0.1 mm PBS-Losung (pH 7.4) im Ultraschallbad gelost. 1 mg Cholesterin-
esterase (Fluka) wurde zugesetzt und die Losung 1 h bei 37 °C geriihrt. Erst
dann wurden noch vorhandene Hydroperoxidspuren durch Zugabe von
20 uL P(OCH,;)5P zerstort (P(OCHs;); desaktiviert das Enzym). Nach der
Hydrolyse wurde erneut nach Bligh und Dyer extrahiert, wobei die
wissrige Phase mit konz. HCI auf pH 2 angesduert wurde.” Der Riick-
stand der Extraktion wurde in 5 mL einer Lésung von MeOH/H,O (85:15)
im Ultraschallbad gelost. Zur Abtrennung von Cholesterin und Fetten
wurde iiber eine vorher dquilibrierte RP-18-Kartusche filtriert. Das
Methanol wurde im Vakuum entfernt, der wissrige Riickstand in ein
Flachbodenglas iiberfiihrt und konz. HCI bis zum Erreichen von pH 2
zugefiigt. Dann wurde mit Diethylether extrahiert, die etherische Phase
abgetrennt und der Diethylether anschlieBend mit einem N,-Strom
entfernt (Vorsicht: Wenn HCI nicht vollstdndig entfernt wird, werden
Hydroxygruppen bei der anschlieBenden Diazomethanbehandlung in
Methylethergruppen iiberfiihrt). Der Riickstand wurde nun 2 min mit
0.5 mL einer 5-proz. Losung von Diazomethan in Diethylether versetzt.
Uberschiissiges Diazomethan und das Losungsmittel wurden mit einem N,-
Strom entfernt und der Riickstand mit 10 uL MSTFA trimethylsilyliert
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(60 min, 40°C). Die so hergestellten Proben wurden mit GC/MS unter-
sucht.

Die Oxidation von Linolsdure und Arachidonsdure wurde wie kiirzlich
beschrieben ausgefiihrt,?!] allerdings wurde statt Fe-lonen eine 5 um
CuSO,-Losung verwendet.

GC/MS: Finnigan MAT 95, 70 eV, verbunden mit einem HP-5890-Serie-11-
Gaschromatograph, Fused-Silicagel-Sdule, belegt mit DB 05 (J.&W.
Scientific Instruments), innerer Durchmesser 0.25 mm, 30 m, H,, Injektor-
temperatur 280°C, Temperaturprogramm: 3 min isotherm bei 50°C,
4°Cmin~! bis 100°C, 3°Cmin~ bis 300°C, 10 min isotherm bei 300°C,
Injektionsvolumen 0.6-3 pL.
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