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Die experimentellen Ergebnisse und Erkenntnisse iiber die Biosynthese und den
biologischen Abbau hochungesittigter Fettsiuren, die in meinem Arbeitskreis
erarbeitet wurden (1), werde ich, erginzt durch neue Befunde, entwickeln, dariiber-
hinaus zu der Frage Stellung nehmen, welche enzymatischen Reaktionen zu der
spezifischen Verteilung der Polyenfettsiuren in den Phospholipoidmolekiilen fiihren
und welche Bedeutung diese fiir die physikalisch-chemischen Eigenschaften der
Phospholipoide hat. An Hand eines Beispiels soll die mogliche Funktion der un-
gesittigten Sduren in den Phospholipoiden diskutiert werden.

I. Biosynthese von Polyenfettsiuren

Wir haben die Biosynthese der Polyenfettsiuren in zwei Teilreaktionen geglie-
dert und diese untersucht:

1. die Kettenverlingerungs-Reaktion, die aus der Cy¢- und Cygin die Cgo- und Coo-
Reihe fithrt und

2. die Desaturierungs- oder Olefinierungs-Reaktion, in der stereo- und stellungs-
spezifisch cis-olefinische Bindungen im Polyallyl-Rhythmus in Alkanketten
eingefiihrt werden.

1) Kettenverlingerungs-Reaktion

Ich beschrinke mich bei meinem Bericht auf die Systeme der tierischen Zelle.
Zwei Enzymsysteme sind fiir die Biosynthese der langkettigen Fettsiuren verant-
wortlich: Das erste synthetisiert die gesittigten Sduren, z.B. Palmitinsdure und
Stearinsiure, benétigt als Substrate nur Acetyl- und Malonyl-CoA und reduziertes
Triphosphopyridinnukleotid; das zweite katalysiert keine de novo Synthese, son-
dern benétigt einen langkettigen Precursor, sei er nun der Coenzym A-Ester der
Myristin-, Palmitin-, Stearinsiure oder vor allem der essentiellen Linol- und Lino-
lensdure und Malonyl-CoA, sowie gleichfalls reduziertes Triphosphopyridinnuk-
leotid.

Beide Enzymsysteme besitzen Gemeinsamkeiten und Unterschiede. Gemeinsam
ist ihnen der Reaktionsmechanismus, nach dem die Kohlenwasserstoffkette ver-
lingert wird. Nicht Acetyl- sondern Malonyl-CoA kondensiert unter Decarboxy-
lierung mit einer iiber eine Thioesterbindung aktivierten Acylgruppe. Der so ge-
bildete 3-Keto-acyl-thioester wird durch NADPH zur D (-) 3-Hydroxyacylgruppe
reduziert, diese zum 2 trans-Enoyl-Thioester dehydratisiert. Erneute Reduktion
durch NADPH fiihrt zur um eine Acetyleinheit lingeren Acylgruppe.
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Abb. 2. Radiogaschromatographische Analysen nach Kettenverlingerung von 18:36.9,12 mit
Malonyl-CoA. Oben: Methylester-Gemisch des Inkubationsansatzes. Mitte: dasselbe nach kataly-
tischer Hydrierung. Unten: Dicarbonsiuredimethylester nach oxidativer Ozonolyse.
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Abb. 3. Radiogaschromatographische Analyse nach Kettenverlingerung von 16:2%10u, 16:34,7,10,
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Tab. 1.
Substrate 1-14C-Fettsiure Reaktionsprodukte  Kettenverlingerung
%
I. Linolsiuretyp
16:27,10 18:29.12 65
18:36.9,12
16:34,7,10 18:36,9,12
20:38,11,14 80
20:45,8,11,14
18:29.12 20:211,14 25
20:45,8,11,14
18:36.9,12 20:38,11,14 80
20:45,8,11,14
20:38.11,14 20:45,8,11,14 15
22:310,13,16
22:47,10,13,16
20:45.,8,11,14 22:47,10,13,16 40
22:54,7,10,13,16
II. Linolensduretyp
18:39,12,15 20:311,14,17 10
18:46,9,12,15 20:48,11,14,17 65
20:55,8,11,14,17,
II1. Olsauretyp
18:1¢ 20:111 10
18:26.9 20:28,11 70
*20:35.8,11
20:111 22:113 5
22:210,13
1V. Isomere
18:38,11,14 20:310,13,16 5
20:47,10,13,16
iso-18:36.9,12 is0-20:38,11,14 60

is0-20:45,8.11,14

Wir erkennen aus dieser Tabelle weiterhin, dal die Kohlenstoffkette auch der
essentiellen Fettsiduren in der tierischen Zelle ohne Schwierigkeit aufgebaut wet-
den kann. Die Linol- und Linolensiure sind deshalb essentiell, weil die Zelle in der
Ontogenese offenbar das Enzym, das Doppelbindungen jenseits von Cg, also in
Stellung 12,15 etc. in das Methylende einfiihrt, verloren hat. Alle in der tierischen
Zelle ablaufenden Olefinierungen finden in den Polyensiuren grundsitzlich am
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Carboxylende der Polyensiuren stereo- und stellungsspezifisch statt, d.h. sie be-
sitzen cis-Konfiguration und sind durch eine Methylengruppe von der benach-
barten Doppelbindung isoliert.

2) Desaturase-Reaktion

So wie die Kettenverlingerung haben wir auch die Olefinierung oder Desaturierung
im zellfreien System isoliert untersucht. Als Substrate dienten uns die unmittel-
baren Vorstufen der Arachidonsiure, die Eicosa-8,11-dien- (20:211,14) und Eicosa-
8, 11, 14-triensdure 20:38,11,14 bzw. ihr Coenzym A Ester (Abb. 4).
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Abb. 4. Desaturierung von [1-14C] 20:38:11,14.CoA zu [1-14C] 20:45:8,11,14.CoA (Arachichon-
siure Coenzym A-Ester).

So konnten einmal die Cofaktoren und zum anderen das Zellkompartment be-
stimmt werden. Das Enzym, das stellungsspezifisch die Doppelbindungen in das
Carboxylende der Polyensiuren einfiihrt, z.B. unter Bildung der Arachidonsiure,
benétigt molekularen Sauerstoff und reduziertes NADPH, besitzt also die Krite-
rien einer misch-funktionellen Oxidase. Es besitzt damit gleiche Cofaktoren wie
die Desaturase, die Olsiure bildet, eine Reaktion, die von Bloch (2) untersucht
wurde.

Tab. 2. Mogliche Kofaktoren und Inhibitoren der Olefinierungsreaktionen

Komponenten Konz. (Mol/l) relative Ausbeute %,
— 100
FAD 10-5 89
Vitamin K3 104 100
Ubichinon (O) 104 100
Methylenblau 10-5 44
Tetrahydrofolsiure 5x10-4 100
Dihydrobiopterin 104 100
Eisen-II-sulfat 10-3 28
o-Phenanthrolin 10-2 17

Die Reaktion wird durch Fe2+-komplexierende Reagenzien wie o-Phenanthro-
lin, KCN und EDTA gehemmt, so daB eine Aktivierung des Sauerstoffs als Per-
ferrylion Fe3+Op~ anzunehmen naheliegt. An der Enzymoberfliche kdnnte dieses
Ion dann sehr spezifisch die Elektronen des Substrats abstrahieren. Cytochrom
P-450 ist an der Op-Aktivierung nicht beteiligt. Eine Dehydrogenase-Reaktion
konnte ebenfalls ausgeschlossen werden.

Wir schlossen auch die Méglichkeit aus, daB die Desaturierung z.B. der
20:38,11,14 3]s Acylkomponente im Molekiilverband der Phospholipoide erfolgt.
Lecithin, das durch Totalsynthese mit 14C-20:38:11,14 in Stellung 2 markiert wurde,
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blieb vollig unverindert, wihrend parallel dazu inkubierte 20:3-Sdure zur Arachi-
donsiure desaturiert wurde.

Das kettenverlingernde und das desaturierende (olefinierende) Enzym sind auf
der endoplasmatischen Retikulum-Membran angeordnet. Beide Enzyme und damit
die von ihnen katalysierten Reaktionen verlaufen also in der Zelle in engster
Nachbarschaft. Dariiberhinaus stellen sie unter Ausschaltung langer Diffusions-
wege die Substrate bereit fiir die Acyltransferasen, die an der Phospholipoid-
Synthese beteiligt sind und auf die spiter noch eingegangen werden soll.

Zusammenfassend verlaufen also alternierend Kettenverlingerung und Desa-
turierung. Nehmen wir als Beispiel die Biosynthese der Arachidonsiure, so erge-
ben sich folgende Wege:

sowohl

18:29,12518:36,9,12520:38,11,14  (Mead)
als auch
18:29:125.20:211,14 520 38,11,14 > 20: 45,8,11,14  (Szo/fe])

II. f-Oxidation

Bernbard (3), Mead (4) u.a. haben schon frith aus Ganztierversuchen mit fettfrei
ernihrten Ratten geschlossen, daBl markierte ungesittigte Fettsduren offenbar wie
gesittigte Fettsduren sehr rasch abgebaut werden. Man kann dies sehr leicht mit
isolierten Mitochondrien und [1-14C]-markierten gesittigten Mono- und Polyen-
siuren demonstrieren (Tab. 3).

Tab. 3. Fettsiureoxidation durch Mitochondrien der Rattenleber

Fettsiuren [1-14C] mark. Fettsrn. nmol Fettsidure oxidiert
ohne Carnitin mit Carnitin
ges. Fettsaure 16:0 : 29 47
Olsauretyp 18:19 15,3 49
18:26,9 40 53
20:111 12,7 34
Linolsduretyp 16:34,7,10 24 36
18:29.12 37 57
18:36,9,12 37 58
20:38,11,14 15 43
20:45.8,11,14 29 43
Linolsduretyp 18:39,12,15 59 95
y-Linolsidure 18:36.9,12 31 Y 80

Aus Tabelle 3 geht ebenfalls der Einflull des Carnitins auf die f-Oxidation her-
vor. Seine Funktion fiir den Transport durch die innere Mitochondrienmembran
ist heute gesichert.

Man darf mit Recht annehmen, daB3 der Abbau der gesittigten Anteile von un-
gesittigten Fettsiuren nach dem von Lynen entwickelten f-Oxidationsschema
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Abb. 5. cis-#, y- und cis-«, f-Enoyl-CoA Intermediirprodukte im oxydativen Abbau der Ol- und
Linolsdure.

unter Beteiligung von vier bekannten Enzymen erfolgt. Betrachtet man jedoch die
Mono- und Polyenfettsiuren nihet, so treten im Verlauf des Abbaus immer Inter-
medidrprodukte mit §, y-cis-Doppelbindungen auf, die von an ungeradzahligen
C-Atomen befindlichen Doppelbindungen stammen. Intermediirprodukte mit
a,-cis-Doppelbindungen leitensich immer von an geradzahligen C-Atomen befind-
lichen Doppelbindungen der jeweils abzubauenden Polyensiuren ab (Abb. 5).
Um die an 8, - und &, f-cis-Enoyl-CoA Estern ablaufenden enzymatischen Re-
aktionen studieren zu kdnnen, synthetisierten wir die aus der Abbildung ersicht-
lichen Intermediirprodukte und stellten fest, dal bestimmte Mitochondrienfrak-
tionen das f3, y-cis-Dodecenoyl-CoA zum entsprechenden 3-Hydroxylaurinsiure-
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Abb. 6. Isomerisationsreaktion von 12:13¢- und 12:23¢, 6c.CoA. Analyse der Methylester der
Inkubationsgemische (1 uMol CoA-Ester, 1 ug A3¢- A2t-Enoyl-CoA-Isomerase).
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Coenzym A Ester umwandeln. An dieser Reaktion sind zwei Enzyme beteiligt,
und zwar die A3¢is - J2trans_Enoyl-CoA-Isomerase, ein relativ hitzestabiles Enzym,
und die Enoyl-CoA-Hydrase (Crotonase). Durch wenige Enzymreinigungs-
schritte, von denen der Hitzeschritt die Hydrase quantitativ denaturiert, erhilt
man das Enzym fast 1000fach angereichert. Man kann die Umlagerung der Dop-
pelbindung isoliert untersuchen. Die Analyse der Inkubationsansitze kann radio-
gaschromatographisch etfolgen (Abb. 6), oder die Kinetik spektralphotometrisch
an der Extinktionszunahme bei 263 mu verfolgt werden (5). Diese wird durch die
bei der Stellungsisomerisierung entstehenden o, f-ungesittigten Thioestergruppen
bedingt (Abb. 7).
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Abb. 7. Kinetiken der Isomerisation und Hydratisierung von

1 12:13¢-CoA

2 12:23¢,6c.CoA Bei den Punkten A, B, C, D, E Zugabe von 0,32 ug krist. Crotonase.
3 9:13¢-CoA Gesamtvolumen: 1, 8ml: 0,1 Mol Substrat, 5 4 Mol EDTA, 80 x Mol
4  6:13¢-CoA Phosphat-Puffer pH 7,4.

5 16:13¢-CoA

Die Isomerase katalysiert eine Stellungsisomerisierung von f, ¢ nach «, 8. Die
iberwiegende Mehrzahl der in der Natur vorkommenden Polyenfettsiuren besitzt
all-cis-Doppelbindungssysteme. Die im Verlauf ihres Abbaus auftretenden /3¢is-
Enoyl-CoA Ester erfahren zusitzlich eine geometrische Isomerisierung von cis —
trans. Allerdings begegnen wir in der Natur auch trans-Siduren, z.B. der in den
Chloroplastenlipoiden vorkommenden 43trans-16: 1. LBt man auf den Coenzym-A
Ester dieser Siure die Isomerase einwirken, so erfolgt hier, wenn auch mit gerin-
gerer Geschwindigkeit, eine reine Stellungsisomerisierung zu 16:12trans-CoA und
damit zu einem Intermediirprodukt der f-Oxidation der Palmitinsiure (Abb. 8).
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Abb. 8. Kinetik von 16:13¢-CoA und 16:13t-CoA und Produkthemmung der Isomerase.
A 0,15 Mol 16:13¢-CoA ohne 16:12t-CoA
B 0,15 Mol 16:13¢-CoA + 0,12 pMol 16:12t-CoA
C 0,15 pMol 16:13t-CoA ohne 16:12t-CoA
D 0,15 uMol 16:13t-CoA + 0,12 uMol 16:12t-CoA
100 g Serumalbumin, 30 pg Enzymprotein
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Unsere mitochondrialen f-Oxidations-Enzyme entheben uns also der Sorge um den
Abbau der bei der Hirtung pflanzlicher Fette entstehenden trans-Sduren.

Aus einer Vielzahl von weiteren Untersuchungen, Hemmversuchen, 3H-Aus-
taus ch-Experimenten und Photooxidationsversuchen, von denen nur Versuche mit
dem in der (Abb. 9) gegebenen Histidinblocker erwihnt werden sollen, leiten wir
unsere Annahme ab, daf nach dem in der (Abb. 10) gezeigten Mechanismus ein
H-Transport intramolekular von Cg nach Cy erfolgt und dal an dieser Reaktion
Histidin beteiligt ist.
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Abb. 9. Wirkung von Histidin-Blockern. 0,06 u#Mol 16:13¢-CoA, 20 ug Enzymprotein, 100
1Mol Kaliumphosphat-Puffer pH 7,4. Gesamtvolumen: 2,0 ml, Vorinkubation des Enzyms mit
Blocker tiber 4 Stunden, 12 Stunden Dialyse.
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Abb. 10. Intramolekulare Wasserstoffverschiebung an cis-f-yEnoyl-CoA Estern durch die A3¢1s-
A2 trans_Enoyl-CoA-Isomerase

Ganz anders verliuft die Umwandlung der «,f-cis-Enoyl-Co.A Intermediir-
produkte. Sie werden zunichst an der Hydrase zu 3- Hydroxyacyl CoA hydratisiert
(Abb. 11).
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Abb. 11, Hydratisierung von A2¢-Dodecenoyl-CoA durch Enoyl-CoA-Hydratase.

Die Messung der optischen Drehung des aus den Inkubationen gewonnenen
Methylesters der 3-Hydroxylaurinsiure ergab, daBl die D(-)Form gebildet wird.
Der Ester ist mit dem der tber das (-) x-Phenyl-dthyl-ammoniumsalz getrennten
3-Hydroxylaurinsiure identisch. Dieses Zwischenprodukt wird dann durch eine
Epimerase in den L(+)-Antipoden umgelagert, also in jene Form, auf die die -
Hydroxyacyl-CoA-Dehydrogenase spezifisch eingestellt ist.

Die Kinetik der D(-)3-Hydroxyacyl-CoA-Epimerase kann im kombinierten Test
demonstriert werden (Abb. 12, 13).

Die beiden fiir den Abbau der ungesittigten Siure erforderlichen Enzyme sind
zusammen mit den anderen f-Oxidationsenzymen auf der inneren Mitochondrien-
membran lokalisiert®. Sie kommen ubiquitir vor, nicht nur in Leber, Niere, Herz,
Gehirn, auch in Pilzen und liegen fernerhin als induzierbare Enzyme in Bakterien,
z.B. E coli, vor. Abb. 14 gibt die f-Oxidationsspirale in ihrer erweiterten Form
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Abb. 12. Kinetik der Epimerisierung und Dehydrogenierung von D(-) 3-Hydroxylaurolyl-CoA
| Zugabe von 3-Hydroxyacyl-CoA-3-Epimerase (150 Einheiten) 0,2 #Mol D (-) 12:030H.CoA,
150 Mol Tris-Puffer pH 9,5, 5 Mol EDTA, 0,6 uMol NAD*, 40 ug L (+) HOADH.

Abb. 13. Kinetik der Hydratisierung von 12:13¢-CoA und Epimerisierung des Reaktionspro-
duktes. 0,2 uMol 12:13¢-CoA in 150 Mol Tris-Puffer pH 9,0, 5 u Mol EDTA.
A: Zugabe von 0,3 ug Crotonase, B: 0,6 uMol NAD* und 40 ug L (+) HOADH, C: 45 ug
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Abb. 14, -Oxidationszyklus fiir gesittigte und ungesittigte Fettsduren.
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wieder. In dieses Schema sind die Enzyme, die die Doppelbindungssysteme in der
besprochenen Weise verindern, integriert, so daB wir nun den Abbau aller, sowohl
der gesittigten als auch der ungesittigten Fettsiduren verstehen (Abb. 14).

Energetisch betrachtet liefert eine Polyenfettsiure fiir jede Doppelbindung zwei
ATP weniger als die entsprechende gesittigte Fettsiure, da der Acyl-CoA-Dehy-
drogenaseschritt, in dem der Wasserstoff auf das FAD iibertragen wird, entfillt.
Bei der f-Oxidation der Linolsiure werden somit 143 ATP und nicht wie fiir
Stearinsiure 147 ATP/Molekiil gebildet. Die -Oxidation der Arachidonsiure
li efert 156 ATP/Molekiil.

In diesem Zusammenhang sei auf eine schon vor 30 Jahren von Smedley-McLean
beschriebene und jiingst von Sprecher, Privett, Schlenk und Kubnau bestitigte Um-
wandlung von Cgs- zu Cop-Polyensiuren hingewiesen (7). Die Ganztieruntersuchun-
gen mit markierten und unmarkierten Verbindungen hatten einen klaren Hinweis
gegeben, dall Cye-Polyensiuren zu ded entsprechenden Cgg-Polyensiuren verkiirzt
werden. Auf der anderen Seite hatten wir schon vor mehreren Jahren mit Hilfe
von 3H- und 14C-doppelmarkierter Linol- und Arachidonsiure zeigen konnen,
daB diese beiden Sduren nicht zu um zwei Kohlenstoffatome verkiirzten homologen
Sduren umgewandelt werden. Wir tiberpriiften daher erneut den Stoffwechselweg
von [3H; 14C] 18:2 und 20:4 und bezogen die 22:47,10,13,16 Sjure in diese Untet-
suchungen ein. Die Ergebnisse waren eindeutig: Nur die 22:4 wurde zu 20:4 ver-
kiirzt, die Cyg- und Cgo-Siuren blieben unverindert (Tab. 4a, b).

Wit gingen nun der Frage nach: Handelt es sich bei dieser Kettenverkiirzung
um eine Retroconversion iiber das eingangs besprochene Kettenverlingerungs-
enzymsystem der Microsomen oder um eine partielle f-Oxidation. Diese Frage

Tab. 4a. 3H/14C Verhiltnis in doppelt markierten Polyenfettsiuren nach Verfiitterung an Ratten
und nach Isolierung aus ihren Leberlipoiden

applizierte
[3H; 14C] mark. spez. Radioakt. ~ 3H/!C isolierte Fettsduremethylester 3H/14C
Fettsdure dpm/pmol spez. Radioakt. (dpm/ u mol)
18:29.12 SH 2,10x108¢ 590 18:29.12 SH* 8751 x 104 5,91
14C 3,56 x 105 1C 1,47 x 104
20:45.8,11,14 SH 1,18 x 104 5,92
14C 2,00 x 108
20:45,8,11,14 SH 3,20x 106 8,00 20:45811,14 SH 2,45 x 105 7,98
14C 4,00 x 105 MC 53,07 %104
22:47,10,13,16 SH 1,225x 108 6,85 22:47.1013,16  3H 520 x 104 6,85
14@ 1750 X105 1C - 7,60 x 108
20:45,8,11,14 SH 2,62 x 104 6,88

A4C 113,80 108
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Tab. 4b. Verteilung der Radioaktivitit in den Fettsiuren des Gesamtlipoidextraktes nach intra-
venoser Applikation von [3—14C] markierter 18:29.12— 20:211,13_ 2(:38,11,14__
20:45.8,11,14__  29:310,13,16 _ ynd 22:47.10,13,16 _Fettsiure

Applizierte Gesamtradioaktivitit in %, in

Fettsiure 16:2 18:2 18:3 20:2 20:3 20:4 2223 22:4
18:2 — 100 - — —

20:2 — 0,1 — 26,4 20,5 40,9 — —
20:3 — - 0,1 — 29,1 47,9 — -
20:4 — - — — — 100 — -
2243 - — - — 18,7 54,3 15,4
22:4 — — — — — 44 — 56

lieB sich durch Zellfraktionierung und Inkubation der 22:4 oder 22:3 Siure mit
den subzelluliren Fraktionen abkliren. Tab. 5 zeigt eindeutig, daB die Retrocon-
version der 22:4 zur Arachindonsiure oder der 22:3 zur Homo-y-Linolensiure an
die mitochondriale Fraktion gebunden ist. Eine Riickreaktion iiber das mikro-
somale Kettenverlingerungsenzym scheidet aus. Es handelt sich vielmehr um eine
partielle 8-Oxidation. Der Beweis ist der folgende: Trennt man die Mitochondrien
in ihre duBere und innere Membran und die Matrixfraktion nach der Methode von

Tab. 5. Umwandlung von [3-14C] 22:310,13,16. und [3-14C; 3Hg] 22:47,10,13,16_ jn 20:38,11,14. ynd
20:45:8,11,14_Fettsiuren durch subzellulire Fraktionen aus Rattenleber

Zellfraktionen gebildete 20:38,11,14 20:45.8,11,14
% %
500 x g Uberstand 18 21
10000 x g Uberstand 12 9
Mitochondrien 26 26
Mitochondrien + Carnitin (3 4 mol) 35 44
Mitochondrien — ATP 53 1,4
Mitochondrien — CoA 20 12
Mitochondrien — NAD+ 36 31
Mitochondrien beschallt (60”") 1,8 3
Mikrosomen 0,5 6

Jeder Inkubationsansatz enthielt in einem Gesamtvolumen von 2,0 ml:

0,5 u mol [3-14C] 22:310,13,16 _ oder [3-14C; 3Hjg] 22:47.10,13,16 _ NH,+,

0,5 4 mol CoASH, 1 4 mol NAD*, 10 # mol ATP, 10 u mol MgCls, 200 4 mol
Phosphatpuffer pH 7, 4, 10 mg Protein von jeder Fraktion, Inkubation 1 Stunde bei 37 °C.

Schnaitman oder Sottocasa auf, so erkennt man, daB die Kettenverkiirzung sowie
die f-Oxidationsenzyme, undals solche wurden die Enoyl-CoA-Hydrase, 8-Hy-
droxyacyl-CoA-Dehydrogenase und Isomerase getestet, an die innere Mitochon-
drienmenbran gebunden sind (Tab. 6). Es handelt sich also hier um einen ProzeB,
in dem der Cg2-CoA Ester nur einmal den Multienzymkomplex der f-Oxidations-
enzyme abstreicht und bei dann der Kettenlinge Cpp wieder vom Enzymkomplex
abdissoziiert. Da die Cig- und Cgo-Polyensiuren, und als solche haben wir die
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[3H] 20:211,14, 20:38,11,14 und 20:45.8,11,14 getestet, auch keinen Austausch der
terminalen C-Atome ‘in Gegenwart von [14C] Acetyl- oder [14C] Malonyl-CoA
aufweisen, muB eine duBerst kettenlingenspezifische Reaktion angenommen
werden.

Tab. 6. Riickverwandlung von markiertem 22:47:10,13,16.Coezym A-Ester aus submitochon-
drialen Fraktionen aus Rattenleber

gebildete Arachidonsiure

Proteinfraktionen + ATP/Mgt+ — ATP/Mgt+
n mol % n mol %
Mitochondrien 51 100 45,4 100
dullere Membran 6,9 13,5 5,4 11,9
innete Membran + Matrix 55,1 108 54,0 119
innere Membran 57,8 113 60,1 132
Matrix 41 8 — —

Jeder Inkubationsansatz enthielt in einem Gesamtvolumen von 7,5 ml:

0,1 u mol [3-14C; 3Hg] 22:47:10,13,16.CoA, 0,1 u mol NAD*, 1 mg Rindetserumalbumin, 250
u mol Phosphatpuffer pH 7, 4, 2 mg Protein, 0,5 4 mol ATP und 0,5 u mol Mg+ + wie angegeben.
Inkubation 90 Minuten bei 37 °C.

Fithrt man den partiellen Abbau in Gegenwart von Dihydroxyacetonphosphat
oder 3-Glycerophosphat durch, so werden Substrat, Cge-Polyensiure, und Produkt,
Cgo-Polyensiure, vollstindig auf diese fiir die Phospholipoidsynthese erforder-
lichen Akzeptormolekiile tibertragen (Tab. 7).

Tab. 7. Pattieller Abbau von Caz-Polyenfettsiuren in Gegenwart von Dihydroxyaceton-Phosphat
und 3-Glycerophosphat

Radioaktives Abbau in

Akzeptort ATP/Mg*+ Produkt %

DAP =+ PS 41,1
DAP - FFS 45,7
3-GP + PS 431
3-GP = FFS 39,5
- + FFS 33,2
- — FFS 39,4

PS = Phosphatidsiure, DAP = Dihydroxyaceton-Phosphat, 3-GP = 3-Glycerophosphat, FFS
= freie Fettsiure

Wir haben in groBen Ziigen den Stoffwechsel der Polyensiuren kennengelernt.
Was wissen wir iiber ihre Funktion? Neben ihrer Precursorfunktion fiir die
Prostaglandine, tiber die Herr Bergstrim sprechen wird, liegen sie vorwiegend als
Acylgruppen der Phospholipoide vor und sind als solche Bausteine aller Membranen
der tierischen Zellen. Der Syntheseweg der Phospholipoide wurde durch Kennedy
(8) erarbeitet und darf als bekannt vorausgesetzt werden (Abb. 15).
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Abb. 15, Biosynthese-Schema der Phospholipoide.

Das Kennedysche Syntheseschema liBt die sehr wichtige Frage unbeantwortet:
Wie kommt es zu der charakteristischen Verteilung der Polyenfettsiuren bevor-
zugtin Stellung 2 und der gesittigten Siuren in Stellung 1 des 3-Glycerinphosphats ?
Es muB betont werden: bevorzugt, nicht ausschlieBlich.

In verschiedenen Arbeitskreisen, vor allem in dem von Lands (9), van Deenen (10)
und meinem eigenen (11, 12) wurden und werden Reaktionen, die zu der asym-
metrischen Fettsidure-Verteilung fithren, untersucht.

Wir betrachten dieses Problem unter folgenden drei Fragestellungen:

1. Erfolgt die Ubertragung der Acylgruppe auf die Stellung 2 des 3-Glycerin-
phosphats unter Bildung der Phosphatidsiure durch eine Transacylase die
spezifisch auf ungesittigte Sduren eingestellt ist ? Diese Frage untersuchten wir
mit dem Akzeptor Lysophosphatidsiure, die Palmitinsdure in Stellung 1 trigt.

Das Problem wurde damit auf den zweiten Acylierungsschritt eingeengt
(Abb. 16).

2. Erfolgt eine Umstrukturierung des Phosphatidmolekiils durch eine De- und
Reacylierungsreaktion durch konzertierte Aktion von Phospholipasen A; und
Ag und Acyl-CoA-Lysophosphatid-Transferase ? :
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Abb. 16. Schema der Acylierung von Lysolecithin und Lysophosphatidsiure.

3. Werden von den CDP-Cholin- und CDP-Athanolamin-Diglycerid-Transferasen
bestimmte Diglycerid-Species bevorzugt?
Die Acylierung und Reacylierung der Lysophosphatide kann im optischen Test
mit Hilfe von Ellman-Reagenz sehr einfach verfolgt werden (Abb. 17).

co0" coo"
N5
oN =9 N‘0+ (0ASH —>
coo" c00"
g;~@-s—scu+ 5@/(8_

Emax=%412mu

Abb. 17. Reaktion des Ellman-Reagenzes mit in der Transacylase-Reaktion freigesetztem Co-
enzym A.

Verwendet man radioaktive Acyl-CoA Estet als Substrate, so konnen die Reak-
tionsprodukte durch Radiodiinnschichtchromatographie quantitativ erfalBt wer-
den. Mit beiden Methoden haben wir die Kinetik der Acyl-Transferase Reaktion
mit einer Reihe von gesittigten Mono- und Polyensiure-CoA Estern verglichen.

Wohl am eindeutigsten konnen wir heute zu Punkt 2 Aussagen machen. Dieser
von Lands zuerst beschriebene und auch von uns untersuchte De- und Reacylie-
rungsmechanismus ist vor allem fiir die Dynamik der Lipoidphase der Membran
von groBer Bedeutung. Phospholipase A; und Aj sind sowohl in der Lysosomen-,
Mitochondrien-, Microsomen- und der Uberstandsfraktion der Leberzelle vor-
handen (13).

Die Transferase fiir die Lysophosphatide 1aBt eine sehr deutliche Spezifitit fiir
Polyensiuren erkennen. Auch die Linge der Kohlenstoffkette der Polyensiure bt
einen betrichtlichen EinfluB auf die Reaktionsgeschwindigkeit aus (vergl. 16:34.7:10
und 18:36,9,12 bzw. 20:38,11,14 in Abb. 18).
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Abb. 18. Kinetik der Acylierung von Lysolecithin mit radioaktiv markierten Fettsiure-CoA-
Estern. Jede Kiivette enthielt in einem Gesamtvolumen von 2m/: 1 uMol Ellman-Reagenz; 0,1
1Mol Acyl-CoA ; 100 # Mol Kaliumphosphatpuffer, pH 7,4 und 2 mg Mikrosomenprotein (Vor-
inkubation mit DFP). Die Leerkiivette enthielt kein Acyl-CoA. Start der Reaktion zur Zeit 0 durch
Zugabe von 0,25 x Mol Lysolecithin.

Tab. 9. Ungesittigtes Lysolecithin

Fettsidure- Einbau nMol Molares Ver-  Fettsiure- Einbau nMol Molares Ver-

kombination Fettsdure hiltnis der kombination Fettsidure hiltnis der
eingebauten eingebauten
Fettsrn. Fettsrn.

Cie 14,8 4,3 Cie 8,8 12,8

A%-Cyg 63,7 A%-Cyg 68,7

Cld 24,5 1/5'0 Cle 7,6 l/27,5

A4912.Cyg 136,5 A912.Cyg 204

Cie 12,5 /12,2 Cie 10 1/20

A5811.Cyq 159 A5811.Cop 201

Cie 27,4 1/4,3 Cie 10 /14,6

A58,11,14.Cy 116 A5,8,11,14.Cyp 146

A9-Cyg 20,6 1/g A9-Cyg 25,8 /e,8

A912.Cyg 123 A912.Cyg 174

A“-Clg 44,4 1/2,5 A”-Cls 52 1/2,(1

A5,8,11.Cyy 110 A5811.Cy 133

A%-Cyg 15 a5 A9-Cyg 45 2,8

A5:8,11,14.Cy 143 A5:8,11,14.Coo 124

A912Cyg 165 Yo,4 A912.Cyq 155 0,5

A5,8,11.Cyy 73 A5,8,11.Cyq 83

A9'12-C15 60 1/1,3 A”vw-cls 94 1/1,1

A5.8,11,14.Cy 80 A5,8,11,14.Coo 100

A45.8,11.Cyg 65 11 ¢ A5,8,11.Cyq 76 118

A5:8,11,14.Cy 104 A5.8,11,14.Coy 133
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Die Acylierungsreaktion mit konkurrierendem' Acyl-CoA-Ester, Tab. 8, weist
sehr deutlich auf die bedeutend groBere Reaktionsgeschwindigkeit von Polyen-
siuren und hier wiederum der lingerkettigen Substrate hin. Diese wird noch
gesteigert, wenn die Fettsiure in der Stellung 1 des Lysolecithins ungesittigter
Natur (18:2912) ist (Tab. 9). Auch die Km-Werte fiir verschiedene Fettsiure-CoA-
Ester, z.B. 16:0, 20:4 und 16:3, sind identisch (Abb. 19).
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Abb, 19, Km-Bestimmung von (A) 1-Palmitoyl-3-glycerophosphat mit 20:45.8,11,14.CoA.
* Bt verschiedene Fettsiure-CoA-Ester mit 1-Palmitoyl-3-glycerophosphat.

Mit Lysophosphatidsiure (1-Palmitoyl-3-glycerophosphat) als Akzeptor beob-
achtet man fiir alle Acylgruppen sehr verwandte Kinetiken mit den einzelnen Fett-
siuren und ebenfalls weitgehend im kompetitiven Experiment, wenn z.B. zwei
verschiedene Acyl-CoA-Ester der Transferase angeboten werden (Abb. 20).
Unsere in vitro Versuche lassen auf der Stufe des zweiten Acylierungsschritts
keine Spezifitit erkennen.

Im Gegensatz dazu stehen die Kurzzeitversuche von Elovson (14) et al., die
intraportal Palmitin- bzw. Linolsiure injizierten. Sie fanden die Palmitinsiure vor-
wiegend in Stellung 1, die Linolsiure in Stellung 2 der Phosphatidsiure bzw.
Diglcyeride eingebaut. Die Autoren behaupten, daB hingegen die Stearoyl-Linolyl-
Species sowie die Triensiure- und Tetraensiure (Arachidonsiure)-haltigen Species
tiberhaupt nur iiber die Reacylierung von Lysophosphatidyl-cholin bzw. -ithanol-
amin in Phospholipoide entstehen. Die Palmitoyl-Linoyl-Species sollen durch de
novo Synthese aufgebaut werden, nicht hingegen die Stearoyl-Linoyl-Species, was
eine ungeheure Selektivitit bedeuten wiirde.
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Abb. 20. Kinetik der Acylierung von 1-Palmitoyl-L-glycerin-3-phosphat mit radioaktiv markiet-
ten Fettsiure-CoA-Estern. Jede Kiivette enthielt in einem Gesamtvolumen von 2 m/: 1 uMol
Ellman-Reagenz; 0,1 #Mol Acyl-CoA; 100 Mol Kaliumphosphatpuffer, pH 7,4 und 2 mg Mi-
krosomenprotein (Vorinkubation mit DFP). Die Leerkiivette enthielt kein Acyl-CoA. Start der
Reaktion zur Zeit 0 durch Zugabe von 0,25 4 Mol Lysophosphatidsaure.

Es stehen sich hier Aussagen, wie wir sie aus in vitro-Untersuchungen abge-
leitet haben, mit solchen die auf in vivo Versuchen basieren, gegeniiber. Es ist also
ersichtlich, daB8 das Problem der Synthese von bestimmten Lecithin- und Kephalin-
Species als noch nicht geldst betrachtet werden muf. Die CDP-Cholin-Diglycerid-
Transferase weist keine unterschiedlichen Kinetiken mit Diglyceriden von unter-
schiedlicher Zabl an cis-olefinischen Bindungen auf (15).

Alle aufgefiihrten Transferase-Reaktionen laufen ebenso wie die eingangs
beschriebene Polyenfettsiure-Biosynthese an Enzymkomplexen der Membranen
des endoplasmatischen Retikulums ab (Abb. 21). Ausgenommen die Substrate der
ersten Reaktion in der Phospholipoid-Synthese, das 3-Glycerinphosphat und z.B.
Palmitoyl-CoA, die beide aus der léslichen Cytoplasma-Fraktion an das Enzym
heran diffundieren, sind alle iibrigen Zwischenprodukte der Phospholipoid-Syn-
these wasserunlosliche Substrate. Wegen der gleichen Kompartimentalisierung der
Enzyme bestehen fiir die Intermediirprodukte somit kleinste Diffusionswege, fiir
die zudem die Lipoid-Phase als ideales Losungsmittel dieser Membranen des
endoplasmatischen Retikulums (ER) zur Verfiigung steht. Es besteht wohl kein
Zweifel, daB von allen Fettsiuren Palmitoyl-CoA und Stearoyl-CoA in der
hochsten Konzentration im Cytoplasma gelost vorkommen. Nehmen wir zwei
Enzyme mit je einer Spezifitit fiir die Acylierung der Stellungen 1 und 2 des
Glycerophosphats, nicht aber fiir bestimmte Fettsiuren, an, so kann die asym-
metrische Verteilung von ungesittigten und gesittigten Fettsiuren in der Phos-
phatidsiure so zustande kommen, daB die aktuellen Konzentrationen entscheidend
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Abb. 21. Verteilung einiger an der Phospholipoidsynthese beteiligter Enzyme in den subzelluliren
Fraktionen der Rattenleber.

werden und zwar die des von der cytoplasmatischen Fettsiure-Synthetase gebildeten
Palmitoyl-CoA-Esters und des 3-Glycerophosphats, wihrend die aktuelle Konzen-
tration der in der ER-Membran gebildeten Polyensiuren dort fiir die zweite
Acylierung am héchsten ist. Hinzu kommt noch, daB die Lipoidphase der Lipo-
proteide der ER-Membran bei 37°C in flissigem Zustand vorliegt, und damit fiir
die gleichfalls nicht kristallinen Alkenketten der langkettigen ungesittigten Acyl-
CoA-Ester ein ideales Losungsmittel darstellt.
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Ich bin mir bewuBt, daB dies nur eine von mehreren Interpretationsméoglich-
keiten darstellt. Es ist ein Versuch, die Lipoidphase der Membran in die Deutung
enzymatischer koordinierter, mehrstufiger Enzym-Reaktionen einzubeziehen.

Damit kimen wir zu der letzten Frage, warum tierische Zellen, die bei 37°C
optimal gedeihen, Phospholipoide mit einfach oder mehrfach ungesittigten Siuren
benétigen. Ich méchte diese Frage ganz einfach so beantworten, daB3 die Zelle die
Lipoidphase ihrer Membranen, sehen wir einmal vom Myelin ab, in einem fliissigen
d.h. ungeordneten und nicht in einem kristallinen Zustand erhilt. Zwei Faktoren
garantieren das: 1. die Temperatur, 2. die Struktur der Kohlenwasserstoffketten.
Abb. 22. Was berechtigt zu dieser Behauptung ? Hierzu einige Ergebnisse, die ich
zusammen mit Herrn Overath durchgefithrt habe (16).
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Abb. 22, F/A-Isothetme von 18:0/18:3-Phosphatidylithanolamin. Komptessionsgeschwindig-
keit: 125 A2/Molekiil/Min. Temperatur 35°C.

Man kann Doppelmutanten von E. coli, die weder ungesittigte Fettsiuren
synthetisieren noch abbauen kénnen, mit einfachen Selektionierungsmethoden
erhalten. Diese Mutanten sind auxotroph und bauen die ihnen im Medium ange-
botenen Fettsiuren in das Phosphatidylithanolamin der cytoplasmatischen Bakte-
rien-Membran ein. Man kann nun die Temperatur-Charakteristiken einiger
membrangebundener Funktionen, z.B. des Zellwachstums, der Atmung und des
Thiomethyl-galactosid-Transports durch diese Membran vergleichen mit den physi-
kalisch-chemischen Eigenschaften der Kephaline in diesen Membranen, die von
Zellen, denen im Medium Ol-, Elaidin-, Lactobacillin-, Linol- und Linolensiure
angeboten wurden, isoliert wurden. Mit man die Isothermen der verschiedenen
Kephaline bei verschiedenen Temperaturen, so ist aus der Tab. 10 ersichtlich, da3
der Thiomethyl-galactosid-AusfluB} aus der Zelle, das Wachstum oder die Atmung
bei der Temperatur zum Erliegen kommen, bei der der Filmzustand des betreffen-
den Kephalins einen Phaseniibergang vom fliissigen in den kondensierten, d.h.
kristallinen Zustand durchliuft. '
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Tab. 10. Wechselbeziehung der Phaseniiberginge in vivo und in vitro

in Phospholipoide eingebaute Fettsiuren

18:3 19:0 trans-18:1  cis-18:1
Wachstum — 22°C 37°C —
Atmung i — — 36°C 10°C
Efflux von 14C-Thiomethyl-8-D-
galaktosid 626G 10°C 38°C 15°C
Auftreten der Phaseniiberginge in
monomolekularen Filmen 4°C 10°C 41°C 15°C

Die Fettsiure dient nur in fliissigem Zustand als Wachstumsfaktor. Atmungs-
enzyme, sowohl in Mitochondrien wie in Bakterien, sind Phospholipoid-abhingig
und diese Phospholipoide miissen ungesittigte Fettsduren enthalten. Die Membran
wird bei niedrigen Temperaturen, also unterhalb der Ubergangstemperatur impet-
meabel fiir das Galaktosid.

Diese Resultate zeugen deutlich, daBl die Wechselwirkungen der Lipoide mit den
Proteinen in einer funktionell intakten Membran mobile Kohlenwasserstoffketten
im Lipoid erfordern. Bei 37°C nehmen diese Kephaline etwa 50 A2/Molekiil ein.

Wihrend die Bakterienzelle diesen Zustand vorwiegend mit cis-Vaccensiure
und Lactobacillinsiure, einer Cyclopropansiure, erreicht, verwendet die tierische
Zelle die iiber das Desaturase-System gebildete Olsiure und die essentiellen Linol-
und Linolensiure. Diese Verbindungen werden mit den eingangs besprochenen
Enzymen zu Cgo- und Cgp-Polyensiuren fiir die Membranphospholipoide umge-
baut.
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