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Der Stoffwechsel der ungesittigten Fettsiiuren, II!
Eigenschaften des kettenverliingernden Enzyms
Zur Frage der Biohydrogenierung
der ungesiittigten Fettsiiuren *

x Yo
Wilhelm Stolfel und Karl-Ludwig Ach
Aus demn Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Koln

(Der Schriftleitung zugegangen am 30. November 1963)

Herrn Professor K. Bernhard zum 60. Geburtstag gewidmet

Die Biosynthese der hochungesittigten Fettsiuren im fierischen
Organismus besteht aus zwei ihrem chemischen Mechanismus nach un-
abhingigen Reaktionen: 1. der Verlingerung der Kohlenstoffkette der
essentiellen Fettsfiuren und 2. der Einfithrung im Polyallylrhythmus an-
geordneter all-cis-Doppelbindungen in Richtung auf das Carboxylende
des Molekiils hin.

Verlingerung der Kohlenstoffkette langkettiger gesittigter,

Monoen- und Polyenfettséduren

In fritheren Untersuchungen konnte indirekt gezeigt werden, dal
die Linolsiaure durch Malonyl-CoA in Gegenwart von NADPH zu
11.14-Eicosadiensiure verlingert wird und in einer sauerstoff- und
NADPH-abhiingigen Reaktion weitere Doppelbindungen stereospezi-
fisch eingefithrt werden!. Der von uns vorgeschlagene und nun auch
experimentell direkt gesicherte Mechanismus steht im Gegensatz zu der
Hypothese Wakils?, wonach ein in den Mitochondrien lokalisiertes
Enzymsystem die Kettenverlingerung mit durch Pyridoxaminphosphat
aktiviertem Acetyl-CoA durchfiihren soll.

Die Beobachtungen, dal} die Kettenverlingerung von Linolyl-CoA
durch Acetyl-CoA in Abhiingigkeit von der Hydrogencarbonat-, ATP-
und NADPH-Konzentration verlief!, fiihrte zu dem Schlul}, daB die
Cy-Einheit iiber Malonyl-CoA inkorporiert wird und somit der Neu-
synthese von gesittigten Fettsiuren und der Kettenverlingerung ein
einheitlicher chemischer Mechanismus zugrunde liegt. Es konnte nun

* Verwendete Abkiirzungen: CoA = Coenzym A; NADH und NADPH =
reduziertes Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid(-Phosphat), bisher bekannt als
DPNH und TPNH.

1 1. Mitteil. : W. Stoffel, diese Z. 333, 71 [1963]; Vortrag a. d. Gemeins. Tagung
d. Dtsch. Ges.f. Physiol. Chem. u. d. Osterr. Biochem. Ges., Wien, 26.—29. Sept. 1962;
Biochem. biophysic. Res. Commun. 6, 270 [1961].

2 §.J. Wakil, J. Lipid Res. 2, 1 [1961].



194 W. Stoffel und K.-L. Ach, Bd. 337 (1964)

der direkte Beweis gefithrt werden, dafB nicht nur die Linolsiure und
y-Linolensiure, sondern prinzipiell alle langkettigen Fettsiuren durch
Malonyl-CoA verlingert werden.

Nach der von uns entwickelten Methode wurden die am héiufigsten
im tierischen Organismus vorkommenden Monoen- und Polyensiuren,
14(markiert in der Carboxylgruppe, durch Totalsynthese erhalten?.
Dadurch wurden nun sehr iibersichtliche Versuchsbedingungen ge-
schaffen und eine sehr einfache Analytik erméglicht. Wihrend in den
Ausgangsuntersuchungen?® bei Verwendung von [1-11C]Acetyl-CoA neben
den verlingerten Polyenfettsiuren noch de novo synthetisierte gesiittigte
Fettsiuren auftraten, findet man nun allein das Reaktionsprodulkt —
die verlingerte Fettsiure — als markierte Verbindung neben der nicht
umgesetzten Ausgangsverbindung vor.

Abb. 1 veranschaulicht das am Beispiel der y-Linolensaure.

Die Verwendung von inaktivem Malonyl-CoA war der des [2-1C]-
Malonyl-CoA vorzuziehen, da sonst noch endogenes Substrat mit ver-
lingert wurde (Palmitin-, Stearin-, Ol- und Linolsiure). Das Malonyl-
CoA machte die Acetyl-CoA-Carboxylase (HC 6.4.1.2) der cytoplas-
matischen Fraktion iiberfliissig. Wihrend in den Ausgangsversuchen bei
Verwendung von Acetyl-CoA, Hydrogencarbonat und ATP wegen der
im Cytoplasma befindlichen Acetyl-CoA-Carboxylase beide Systeme er-
forderlich waren — die Uberstandiraktion war noch durch Mikrosomen-
bruchstiicke verunreinigt, wie sich nach lingerem Zentrifugieren (2 Stdn.
bei 110000 % ¢) zeigte — vermag dag mikrosomale Protein allein mit
Malonyl-CoA in Gegenwart von NADPH die langkettigen Fettsiuren
zu verlingern. Acetyl-CoA an Stelle von Malonyl-CoA war véllig
unwirksam.

Das kettenverlingernde Enzymsystem reagiert, rein mechanistisch
betrachtet, wie das im Cytoplasma lokalisierte Fettsiure-Synthetase-
System oder das der Hefe. Beide Enzymsysteme unterscheiden sich
jedoch in folgenden Bigenschaften :

1. Withrend die Synthetase im Cytoplasma lokalisiert ist, ist das
kettenverlingernde Enzym an das cytoplasmatische Reticulum gebunden.

2. Die Synthetase baut von einem Molekiil Acetyl-CoA ausgehend
mit Malonyl-CoA Palmitinsiiure de novo auf; die Substrate des ketten-
verlingernden Enzyms hingegen sind allein die langkettigen Acyl-
komponenten und Malonyl-CoA.

3. Nach den Untersuchungen Lynens? enthilt die Hefesynthetase
keine Lipoide, das kettenverlingernde Enzym hingegen ist ein Lipo-
proteid®. Tn den hier beschriebenen Untersuchungen wurde die Ketten-

3 W, Stoffel u. E. Bierwirth, Angew. Chem. 74, 905 [1962]; W. Stoffel,
Liebigs Ann, Chem. 673, 26 [1964].

T B, Lynen, Vortrag a. d. Gemeins. Tagung d. Dtsch. Ges. f. Physiol. Chem.
1. d. Osterr. Biochem. Ges., Wien, 26.—29. Sept. 1962,

5 W. Stoffel u. E. Bierwirth, in Vorbereitung.
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Abb. 1. Radiochromatographische Analyse des Fettsiuremethylester-Gemisches.
a) nach der Inkubation von [1-**CJp-Linolensiure mit Malonyl-CoA und NADPH
(Tab. 1, Vers. 5). Saulentemperatur 190°, 60 ml Argon/Min.: | zeigt den Wechsel
der Empfindlichkeitseinstellung von 3:10-7 zu 1.10-7 an. — b) Nach der Hy-
drierung. Siulentemperatur 200°, 60 m! Helium/Min., Flammenionisationsdeteltor,
Perkin-Elmer Modell F 6/4 HF. Ordinate und schraffierte Balken geben 9, der
wiedergefundenen Radioaktivitit an, die Zahlen an Kurve b die prozentualen An-
teile des Gesamtfetisaure-methylester-Gemisches.

verlingerung der folgenden carboxyl-markierten Sauren studiert: Pal-
mitin- und Stearinsaure, Ol- und 11-Eicosensiiure, sowie Linol-, y-Li-
nolen-, 8.11.14-Eicosatriensiure (Homo-p-linolensiure) und der Ara-
chidonsiure (5.8.11.14-Eicosatetraensiure). Alle genannten Polyensiiuren
gehiren der im tierischen Organismus iiberwiegend vorkommenden
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Gruppe der Siiuren vom Linolsiuretyp an. Wihrend in den geschilderten
Untersuchungen neben ATP und Coenzym A die freien Siuren (als
Ammoniumsalz) eingesetzt wurden, wurden diese nach Abtrennung der

Tab. 1. Kettenverlingerung von gesittigten, einfach und mehrfach ungesattigten
[1-MC]Fettsinren mit Malonyl-Coenzym A. Jeder Ansatz enthielt in einem Ge-
samtvolumen von 1,2 ml: 0,5 uMol [1-MC]Fettsaure als NHf-Salz (250000 Zpm):
0,6 pMol Malonyl-CoA: 10 uMol ATP; 0,1 ubol CoA; 2,0 uMol NADPH; 120 nbol
Phosphatpuffer, pH 6,5: 5,0 mg Mikrosomen. Inkubation: 00 Min, bei 300
I — Direkte Ctaschromatographie der Realtionsprodukte; 11 = Gaschromato-
eraphie der Abban-Dicarbonsiuren; ITT = Gaschromatographic nach Hydrierung
des Reaktionsansatzes. Angaben in Prozent der jeweils wiedergefundenen Radio-

aktivitiit.,
Vers. Inkubierte I. Reaktions- II. Dicarbon- | ITI. Hydrier.-
Nr. Fettsiure Produkte 9% |suren| 9% |Prod.| %
1 ‘16 Cys 85
(Palmitinsiure) Ory 7 (6 15
A%-Cyy 5 Cy 6
2 T A%-C,, 10 C, 12 Cis 90
(Stearinsiiure) Jeo 5 Ceo 10
ANy, 1| caulNEs
3 A%Chy Cy 90 G |88
(Olsiure) A1-Cy, 8 Cn 10 (855 12
1 |, G [es | @[ 65
(Linolstiure) Anas.o 30 Gy 28 Cap 35
L RTRE RGN 4 C 7
5 Avaazg Cy 20 Cy | 20
(y-Linolensiiure) A8N.0, G2 Cy 60 Cso 80
As800.0, 20 C; 20
6 Assa2 Cy 90 Cis 90
(NADH statt NADPH) | 4811140, 5 Ce 5 Cy | 10
AE'E-“-“-?LQ 3 05 5
7 | gsmag C, 90 90
15 Ar0.ase 9 (;:0 3 g:: 10
Ar0asae 6 B 7 5
8 A1-Cyq Cy 05 Coo | 92
A13-Cq 5 Cys 3 Cas 8
A5, 2 (554 2
9 ABaLuC, Cy 60 Cap 85
Assania g, 18 Cy 26
1038360, 12 Oho 15 Cag 15
A7-10.38.8.0, 4 (0% b
10 | Asanaag, @ 60 Uyy | 60
(Arachidonsilure) A7-10.18.18.0, 35 o3 37
AtTavaae 5 0, 3 (8 40
11 Acetyl-CoA _ === = = == T
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Deacylasen im Verlauf der Anreicherung des kettenverlingernden
Enzyms durch die entsprechenden CoA-Derivate ersetzt. Dabei wurden
die gleichen Ergebnisse erzielt® wie in Tab. 1 angegeben.

Aus Tab. 1 geht hervor, dall grundsitzlich alle eingesetzten lang-
kettigen Fettsiuren verlingert werden. Die Synthese der Stearinsiure
kann also einmal durch Verlingerung der Palmitinsiure, zum anderen
direkt durch das Synthetase-System erfolgen. Es kann noch keine Aus-
sage dariiber gemacht werden, in welchem Ausmal} die Stearinsiure
allein durch die Synthetase aufgebaut wird oder aber zuniichst durch
dieses Enzym Palmitoyl-CoA synthetisiert und dieses dann durch das
Iettenverlingernde Enzym zu Stearoyl-CoA verlingert wird.

In den vielfach wiederholten Versuchen zeigte sich deutlich, daB
Kettenverlingerung um so rascher erfolgte, je gréBer die Zahl der im
Molekiil befindlichen Doppelbindungen ist. Dieser Befund bestitigh die
Beobachtungen von Klenk und Mohrhauer® bei Versuchen in vivo.
Ferner nimmt die Kettenverlangerung mit zunehmender Zahl der C-
Atome ab: Cig.0 > Cis:o; Cisip > Cag:r; Cisie > Capios Ciges > Copes
Wie weit sich darin mehr als eine Struktur-Loslichkeit- Beziehung wider-
spiegelt, bleibt den Untersuchungen mit dem angereicherten Enzym
vorbehalten®. Neben der Kettenlinge und der Zahl der Doppelbindungen
ist deren Anordnung von erheblicher Bedeutung fiir die Spezifitit des
Enzyms. So zeigte sich, daB die der y-Linolensiure stellungsisomere
8.11.14-Octadecatriensiure wesentlich langsamer reagiert als die na-
titrlich vorkommende yp-Linolensiiure. Die Lage der Doppelbindungen
ist also nicht nur fiir die Spezifitit bei der Einfiihrung der Doppel-
bindungen, sondern auch hei der Kettenverlingerung verantwortlich.

In Vers. 5 und 6 der Tab. 1 wurden unter sonst gleichen Versuchs-
bedingungen y-Linolensiiure, Malonyl-CoA und NADPH (5) bzw. NADH
(6) inkubiert. Ein Vergleich zeigt, da NADPH und nicht NADH das
spezifisch reduzierte Pyridinnucleotid fiic die der Kondensation fol-
genden Reduktionsschritte ist.

Unsere oben wiedergegebenen Ergebnisse bestitigen erneut, daB fiir
die in-vitro-Biosynthese der Arachidonsiiure aus Linolsiure prinzipiell
zwei Wege moglich sind:

6.9.12
12 /'A Cm\ds.u.u,cm_,ds.a.u.ucno
‘{|11.14_(}m/w ¥

Der obere Weg iiber die p-Linolensiure ist offenbar der Hauptweg
und bestitigt die in-vivo-Versuche von Mead?. Kettenverlingerung

¢ E. Klenk u. H. Mohrhauer, diese Z. 820, 218 [1960).

? J.F. Mead, ¢t Steinberg u. D. R. Howton, J. hiol. Chemistry 205, 683
[19563]; G. Steinberg, W. H. 8laton jr., D. R. Howton u. J. F. Mead, ebenda
820), 957 [19567; 224, 841 [1957]; J. K. Mead, ebenda 287, 1025 [1957]; J. F. Mead
u. D B. Howton, ebenda 229, 575 [1957].


















