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Der Stoffwechsel der ungesiittigten Fettsduren, III*

Zur B-Oxydation der Mono- und Polyenfettsiuren

Der Mechanismus der enzymatischen Reaktionen an
A*“-Enoyl-CoA-Verbindungen*

Von

Wilhelm Stoffel, Reiner Ditzer und Horst Caesar
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Kdln
(Der Schriftleitung zugegangen am 24. November 1964)

Die im Verlauf der f§-Oxydation der gesittigten Fettsduren ab-
laufenden enzymatischen Reaktionen sind weitgehend aufgeklirt. Tm
Hinblick auf die chemische Struktur der Mono- und Polyenfettsiuren
sind drei der f-Oxydationsenzyme wegen ihrer Spezifitit fiir die bio-
logische Oxydation der ungesittigten Fettsiuren von besonderer Be-
deutung:

1. Die f-Oxydation wird durch Dehydrogenierung der gesittigten
Acyl-CoA-Verbindung eingeleitet. Die Aeyl-CoA-Dehydrogenase-Reak-
tion fiihrt stets zur Bildung des «.f-ungesittigten Acyl-CoA-Derivates
mit {rans-Konfiguration?®

2. Diese /A2rs_Enoyl-CoA-Verbindung wird durch die A%-Enoyl-
CoA-Hydratase zur L(+)-Form des 3-Hydroxy-acyl-CoA hydrati-
siert s **,

* Verwendete Abkiirzungen: CoA oder HSCoA = Coenzym A; NAD®
und NADH = oxydiertes bzw. reduziertes Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid;
EDTA = Athylendiamin-tetraacetat; Tris = 2-Amino-2-hydroxymethyl-propan-
diol-(1.3).

Enzyme: Acyl-CoA-Dehydrogenase [Acyl-CoA:({Acceptor)-Oxydoreduktase,
E(C 1.8.99.3]; A2-Enoyl-CoA-Hydratase, bisher bekannt als Crotonase (L-3-Hydroxy-
acyl-CoA-Hydro-Lyase, EC 4.2.1.17); A8¢is-A2trans.Enoyl-CoA-Isomerase (EC
5.3.3. 1, noch nicht registriert) ; 3-Hydroxy-acyl-CoA-Dehydrogenase (L-3-Hydroxy-
acyl-CoA:NAD-Oxydoreduktase, EC 1.1.1.35); 3-Hydroxy-acyl-CoA-3-Epimerase
(eine eventuelle Identitét mit 3-Hydroxy-butyryl-CoA-3-Epimerase, EC 5.1.2.3,
ist noch nicht auszuschliefien).

** Rechtsdrehendes 3-Hydroxy-butyryl-CoA ist das Reaktionsprodukt der
Reaktion mit Crotonoyl-CoA (Buten-(2¢)-0yl-CoA) als Substrat. Die Konfiguration
der enantiomorphen linksdrehenden 3-Hydroxy-buttersiure wurde von der n(—)-
Milchséure abgeleitet. Analog erteilt man allen durch enzymatische Hydratisierung
entstehenden 3-Hydroxysiuren die r(--)-Konfiguration.

1 II. Mitteil.: W. Stoffel u. K.-L. Ach, diese Z. 387, 123 [1964].

* 8. J. Wakil u. H. R. Mahler, J. biol. Chemistry 207, 125 [1954].

3 J.R.Stern u. A. Del Campillo, J. Amer. chem. Soc. 75, 2277 [1955];
W. Seubert u. F. Lynen, ebenda 75, 2787 [1955].
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3. L(+)-3-Hydroxy-acyl-CoA wird durch die streng spezifisch
auf die L(+)-Form wirkende 3-Hydroxy-acyl-CoA-Dehydrogenase zum
3-Oxo-acyl-CoA-Derivat dehydrogeniert?.

Die olefinischen Bindungen in den ungesiittigten Fettsiuren be-
sitzen all-cis-Konfiguration und sind in den mehrfach ungesittigten
Séuren im Polyallylrhythmus angeordnet.

Nach mehrmaligem Durchlaufen des f-Oxydationseyelus wird das
gesattigte Carboxylende der ungesittigten Fettsiuren bis zu Inter-
medidrprodukten abgebaut, in denen eine olefinische Bindung von eis-
Konfiguration in f.y- oder a.f-Stellung vorgebildet ist. Abb. 1
veranschaulicht dies an der Ol- und der Linolsiure:
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Abb. 1. Schema zur Bildung der cis-f.y- und cis-x.f-ungesiittigten Intermediir-
produkte bei der f-Oxydation der Ol- und Linolsiure. Verbindung T und IT wurden
fiir die vorliegenden Untersuchungen bei * mit "€ markiert.

Das Schliisselproblem der §-Oxydation der ungesittigten Fettsauren
liegt in der Aufklirung der sich an den A%¢. und A*%*-Enoyl-CoA-
Verbindungen abspielenden enzymatischen Reaktionen. Es erhebt sich
die Frage, ob eine Stellungs- und geometrische Isomerisierung zur /=7
Form stattfindet, oder ob die oben genannten Zwischenprodukte
anch Substrate der schon bekannten f-Oxydationsenzyme, vor allem
der Enoyl-CoA-Hydratase und der 3-Hydroxy-acyl-CoA-Dehydrogenase,
sind oder aber, ob andere bisher nicht bekannte Enzyme in Funlktion
treten.

1 A. L. Lehninger u. G. D. Greville, Biochim. biophysica Acta [Amster-
dam] 12, 188 [1953].
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Betriichtliche Verwirrung besteht um die Spezifitéit der Enoyl-CoA-
Hydratase. So werden nach Wakil und Mahler® sowie Stern und
Del Campillo® durch dieses Enzym sowohl cis- und irans-/A* als auch
/%-Enoyl-CoA-Verbindungen hydratisiert. Nach den letztgenannten
Autoren wird Vinylacetyl-CoA (Buten-(3)-oyl-CoA) jedoch nur mit 1,5%,
der Hydratisierungsgeschwindigkeit des Crotonoyl-CoA zu L(4-)-3-Hy-
droxy-butyryl-CoA hydratisiert. Nach den Vorstellungen von Stern®
kann D(—)-3-Hydroxy-butyryl-CoA zur L(--)-Form racemisiert werden,
wobei es sich um die Wirkung der Enoyl-CoA-Hydratase handeln soll?,
wiihrend nach Walkil8 dieses Enzym Buten-(2¢)-oyl-CoA zu D(—)-3-Hy-
droxy-butyryl-CoA hydratisiert, das durch eine spezifische D(—)-3-Hy-
droxyacyl-CoA-Dehydrogenase dehydrogeniert werden soll.

Diese widersprechenden Befunde beruhen nach unseren Unter-
suchungen ohne Zweifel auf mangelnder Reinheit der Ausgangssub-
stanzen, die wegen einer zu diesem Zeitpunkt fehlenden Mikromethodik
nicht untersucht werden konnte; wegen der leichten Isomerisierungs-
maglichkeiten erwies sich dies jedoch als unerliBlich®. Auch lassen alle
diese Untersuchungen jegliche chemische Charakterisierung der Reak-
tionsprodukte vermissen. Die Beweisfiihrung auf Grund des optischen
Tests allein kann leicht, vor allem bei mangelnder Reinheit eines Enzyms
oder Enzymsystems, zu falschen Schluffolgerungen fiihren.

Hier soll iiber die enzymatischen Reaktionen, die an den /3¢
Enoyl-CoA-Verbindungen ablaufen, berichtet werden. Als Substrate
wurden untersucht: [5-4C]Dodecen-(3c)-0yl-CoA (I in Abb. 1), also das
von der Olsiure abgeleitete cis-f.y-ungesittigte Intermedidrprodukt;
[8-11C]Dodecadien-(3¢.6¢)-0yl-CoA (II in Abb. 1), ein Zwischenprodukt
beim Abbau der Linolsdure und aller dem Linolsiuretyp zugehorigen
Polyenséiuren.

Die chemischen Synthesen der fir die enzymatischen Unter-
suchungen erforderlichen, in Abb.1 und 2 aufgefiihrten Substrate
(I—V) werden in der nachfolgenden Arbeit beschrieben??. Die Verbin-
dungen T und TT sind an der durch * bezeichneten Stelle mit *4C markiert.

A 58— Dodecen-(2t)-0yl-CoA (ITI)

0H
/\/\/\/Wr_g [ p(—)-3-Hydroxy-lauroyl-CoA (IV)
7| | L(+)-3-Hydroxy-lauroyl-CoA (V)
Abb. 2. Synthetische Substrate fiir die enzymatischen Untersuchungen. I und 1L
8. Abb. 1

5 J.R.Stern u. A.Del Campillo, J. biol. Chemistry 218, 985 [1956].

6 J. R.Stern, A. Del Campillo u. A. L. Lehninger, J. Amer. chem. Soc.
77, 1073 [1955].

7 J. R. Stern, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 26, 641 [1957].

8 8. J. Wakil, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 18, 314 [1955].

9 H. Caesar, Dissertat. Univ. Kéln 1964.

10 TV, Mitteil.: W.Stoffel, H.Caesar u. R.Ditzer, diese Z. 339, 182
[1964], nachstehend.
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Orientierende Vorversuche hatten ergeben, daB Verb.I und die
daraus durch katalytische Hydrierung dargestellte [5-4C]Laurinsiure
gleicher spezifischer Aktivitit (4.5 x 10° Zpm) von Rattenleberhomo-
genat (500 x g-Uberstand) mit gleicher Geschwindigkeit oxydiert wurden.
In der Versuchsanordnung nach Snyder und Godfrey® wurden nach
Istdg. Inkubation im Falle der radioaktiven Laurinsiure 0,875 uMol/g
Leberfrischgewicht und im Falle von I 0,78 uMol/g Leberfrischgewicht
als 1C0, in Form von Hyamincarbonat aufgefangen. Beide Siuren
durchlaufen somit den Fettsiurecyclus mit etwa der gleichen Geschwin-
digkeit.

Zunachst wurde gepriift, ob /2-Enoyl-CoA-Hydratase, die nach
Stern und Mitarbeitern? in kristalliner Form dargestellt werden konnte,
im kombinierten optischen Test die Verbindung I zu hydratisieren ver-
mag. Unsere Enzym-Priparation besaB eine spezif. Aktivitit von
420 Einh.cr pro y, wobei 1 Einh..r als die Proteinmenge definiert ist,
die bei 25°im kombinierten optischen Test mit Crotonoyl-CoA als Substrat
einen Absorptionsanstieg von Hyg, = 0,01/Min. bewirkt, entsprechend
einem Umsatz von 3 nMol Crotonoyl-CoA/Min. (d = 1 em, ¥ = 1mi).
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Abb. 3. Kombinierter optischer Test zur Bestimmung der Kinetik der Hydrati-

sierung von A: Crotonoyl-CoA ; B: Dodecen-(2t)-0yl-CoA (I11) und C: Dadecen-(3c)-

oyl-CoA (I) mit krist. A*-Enoyl-CoA-Hydratase. Jede Inkubation enthielt in einem

Gesamtvolumen von 1ml: 0,1 uMol Acyl-CoA; krist. 4*-Enoyl-CoA-Hydratase

[A: 0,0014 (6 Einh.cr); B: 0,020 » (12 Einh.cr); C: 1,0 y (420 Einh.cr)]; 0,6 uMol

NAD®; 40y 3-Hydroxy-acyl-CoA-Dehydrogenase (0,4 Kinh.); 150 uMol Tris-
Puffer, pH 9,5: 2 uMol EDTA.

1 ¥. Snyder u. P. Godfrey, J. Lipid Res. 2, 195 [1961].
* J. R. Stern, A. Del Campillo u. J. Raw, J. biol. Chemistry 218, 971
[1956].
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In der analytischen Ultrazentrifuge wies sie nur eine kleine schneller
wandernde Verunreinigung auf. Aus Abb. 3 ist ersichtlich, daB Dodecen-
(3¢c)-oy1-CoA (I) in Gegenwart von 4*-Enoyl-CoA-Hydratase und 3-Hy-
droxy-acyl-CoA-Dehydrogenase fast unverindert liegen blieb. Setzte man
unter identischen Versuchsbedingungen Dodecen-(2f)-oyl-CoA (III) oder
Crotonoyl-CoA ein, so wies die /12-Enoyl-CoA-Hydratase eine Aktivitit
von 210 Einh./y (IIT) bzw. 420 Einh.cr/y (Crotonoyl-CoA) auf.

T
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Abb. 4. Kombinierter optischer Test zum Nachweis der Hydratisierung von

Dodecen-(3c)-oyl-CoA (I). A: Inkubation mit krist. A2-Enoyl-CoA-Hydratase

(0.25 7, entspr. 105 Einh.r); B: Homogenat (220 y entspr. 105 Einh..r). Ubrige
Bedingungen wie unter Abb. 3.

Diese Versuche gaben schon den Hinweis, daB die /2-Enoyl-CoA-
Hydratase die /%¢*.Enoyl-CoA-Verbindungen nicht zu 3-Hydroxy-acyl-
CoA umwandeln kann. Aus Abb. 4 geht jedoch hervor, daB der Ratten-
leber-Rohextrakt (5003 g-Uberstand) die Hydratisierung durchfiihrt.
Zellfraktionierung zeigte dann, daB dieses Enzymsystem nur in den
Mitochondrien enthalten ist. Vergleicht man im kombinierten Test die
krist. 12-Enoyl-CoA-Hydratase und eine Proteinmenge des 500 g-
Uberstandes mit gleicher A2-Enoyl-CoA-Hydratase-Aktivitat, so fithrt
letztere zu einer 20mal schnelleren Reaktion mit I als erstere. Die Akti-
vitit der isolierten Mitochondrien wurde durch Ultraschall-Aufschlufl
um das 6fache gesteigert. Durch Ammoniumsulfat-Fillung (65—80%,
Sittigung) konnte eine Proteinfraktion erhalten werden, die eine 50fache
Anreicherung, bezogen auf die unbeschallten Mitochondrien, aufwies
(Abb. 5).

Die Ergebnisse des optischen Tests wurden durch die gaschromato-
graphische Analyse nach der Aufarbeitung der Inkubationsansitze ge-
sichert. Inkubation von 1,5 gMol [5-1*C]Dodecen-(3¢)-oyl-CoA mit 4.2 y
krist. /12-Enoyl-CoA-Hydratase (entspr. 1750 Einh.cr) bei pH 7.4 iiber
25 Min. lieB das Substrat unverindert (Abb. 6). Wurde an Stelle von
A2-Enoyl-CoA-Hydratase eine beziiglich dieser Enzym-Aktivitat dqui-
valente Menge Protein (45 y der Fraktion 65—809, Ammoniumsulfat-
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Abb. 5. Kombinierter optischer Test mit Dodecen-(3c)-oyl-CoA und A: krist.
A2-Enoyl-CoA-Hydratase (1 y entspr. 420 Einh.); B: 60—80% Ammoniumsulfat-
Fraktion (10y entspr. 420 Einh.;). Ubrige Bedingungen wie unter Abb. 3.
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Abb. 6. a) Gaschromatographische Analyse der Fettsiure-methylester nach der

Inkubation von 1,5 uMol Dodecen-(3¢)-oyl-CoA (I) mit 4,2 (1750 Einh..) krist.

A%-Enoyl-CoA-Hydratase. b) Testchromatogramm mit Dodecen-(3¢)-siure-me-

thylester (A) und 3-Hydroxy-laurinsiure-methylester (B). Die Inkubation enthielt

in einem Volumen von 5 mi: 1,56 uMol I, 200 Mol Trispuffer, pH 7,4; 20°, 25 Min. ;

Gaschromatographie: bei 165° Saulentemperatur, 80 m! Argondurchflufl/Min.,
Barber-Colman, Modell 10.

Séttigung) eingesetzt, so waren nach der gleichen Inkubationszeit mehr
als 70%, von I zu 3-Hydroxy-lauroyl-CoA umgewandelt, der Rest lag
weiterhin als I vor. Dieser Bruchteil diirfte im Wesentlichen auf nicht
vollkommen aus den Coenzym-A-Estern ausgewaschene freie Séure
zuriickzufithren sein, so dafl das Gleichgewicht fast vollstandig auf Seiten
der 3-Hydroxysiure liegh, zumal keine wesentliche Riickreaktion fest-
gestellt werden konnte. Auch waren in unserem angereicherten System
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keine stellungsisomeren ungesittigten Fettsiure-CoA-Ester
aufzufinden. Die Retentionszeiten des Methylesters des Reaktionspro-
duktes, der Radioaktivititshande und des synthet., authent. 3-Hydroxy-
laurinsiure-methylesters waren identisch; ebenso die Retentionszeiten
der Acetylierungsprodukte nach der Umsetzung mit Isopropenylacetat
(Abb. 7 und 8). Inkubation von Dodecadien-(3c.6c)-oyl-CoA (I1) unter
den gleichen Bedingungen, wie fiir Dodecen-(3¢)-0yl-CoA beschrieben,
fithrte ebenfalls zur Bildung von iiber 70%, des entsprechenden 3-Hy-
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Abb. 7. a) Radiogaschromatographische Analyse der Fettsiure-methylester nach

Inkubation von 1,5 uMol Dodecen-(3c)-oyl-CoA mit 45 y 65—80% Ammonium-

sulfat-Fraktion. b) Testchromatogramm mit Dodecen-(3¢)-siure-methylester (1)

und 3-Hydroxy-laurinsiiure-methylester (2). Inkubationsbedingungen wie unter
Abb. 6. Siulentemperatur 184°, 80 ml Argondurchflul/Min.
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Abb.8. a) Radiogaschromatographische Analyse der Fettsiure-methylester aus der
Inkubation (Abb. T) nach der Acetylierung; b) Test-Chromatogramm mit Dodecen-
{(3¢)-siiure-methylester (1), 3-Hydroxy-laurinsiure-methylester (2) und 3-Acetoxy-
lauringiure-methylester (3). Siulentemperatur 174°, 70 ml' Argondurchfluf3/Min.
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droxy-dodecen-(6c)-oyl-CoA (Abb. 9). Die katalytische Hydrierung der
Methylester (Abb. 9b) fithrte das Reaktionsprodukt in den schon be-
kannten 3-Hydroxy-laurinséiure-methylester und das restliche Ausgangs-
substrat in Laurinsdure-methylester iiber.

521500 Zpm
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Abb. 9. Radiogaschromatographische Analyse der Fettsiure-methylester: a) nach
Inkubation von 1,5 uMol Dodecadien-(3c.6¢c)-oyl-CoA (II) mit der 65—80proz.
Ammoniumsulfat-Fraktion; b) nach katalytischer Hydrierung von a); c¢) Test-
chromatogramm: Laurinsiure-methylester (1); Dodecadien-(3c.6¢)-siure-methyl-
ester (2); 3-Hydroxy-laurinsiure-methylester (3). Gaschromatographie bei 140°
Siulentemp., 60 ml/Min. Argondurchflufi, Barber-Colman, Modell 10.

Auf Grund dieses Befundes, nach dem auBler dem Substrat, Dodecen-
(3¢)-0y1-CoA, nur 3-Hydroxy-lauroyl-CoA gefunden wurde, nahmen wir
zuniichst eine direkte Hydratisierung durch eine spezifische A%¢-Enoyl-
CoA-Hydratase an'3. Bei der weiteren Reinigung des Enzymsystems
gelang jedoch die vollstéindige Abtrennung der /1% Enoyl-CoA-Hydratase
durch einen Hitzeschritt, eine Methode, die auch Rilling und Coonl4
bei der Anreicherung der §-Methylvinylacetyl-CoA-Isomerase anwandten.

Nach Ausschaltung der Hydratase-Aktivitit konnte im op-
tischen Test!® die bei der Isomerisierung entstehende Konjugation der
a.fi-stdndigen Doppelbindung zur Thioestergruppe durch deren Ab-
sorptionsmaximum bei 263 mu gemessen werden. Hydratisierung durch
die A°-Enoyl-CoA-Hydratase fiihrt zum Verschwinden des Absorptions-
maximums (Abb. 10). Auch radiogaschromatographisch und durch
Diinnschichtchromatographie an Kieselsiure-Silbernitrat wurde die
Stellungsisomerisierung der A%¢*-Enoyl-CoA-Verbindungen I und II zu
den entsprechenden A2trans.Enoyl-CoA-Produkten nachgewiesen (Abb.
11). Die Reaktionsprodukte besitzen jeweils die trans-Konfi-
guration. Der Beweis dafiir besteht 1. in den mit synthetischen Ver-
gleichssubstanzen identischen Retentionszeiten bei der Radiogaschro-

13 W, Stoffel, R. Ditzer u. H. Caesar, Angew. Chemie 76, 440 [1964].

1t H, C. Rilling u. M. J. Coon, J. biol, Chemistry 235, 3087 [1960].
15 W, Seubert, Dissertat. Univ. Miinchen 1956.
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Abb. 10. Kinetik der A3eis-A2trans-Enoyl-CoA-Isomerase-Reaktion mit Dodecen-
(3¢)-oyl-CoA (a, a’) bzw. Dodecadien-(3¢.6¢)-oyl-CoA (b, b’) als Substrat. Inku-
bation in einem Gesamtvolumen von 1,0 mi: 0,05 Mol Dodecen-(3c)-oyl-CoA bzw.
0,075 uMol Dodeca-(3c.6c)-oyl-CoA, 1y AScis-A2trans-Enoyl-CoA-Tsomerase,
50 uMol Phosphatpuffer, pH 7,4; Zugabe von A% Enoyl-CoA-Hydratase bei | .

matographie (Abb. 11), 2. in der charakteristischen frans-Absorptions-
bande bei 10,4 p im IR-Spektrum, das nach priparativer Diinnschicht-
chromatographie der Methylester an Kieselgel-Silbernitrat-Platten er-
moglicht wurde und 3. nach reduktiver Ozonolyse in der Isolierung von
[“(C]Decanal (als 2.4-Dinitro-phenylhydrazon) der gleichen spezif.
Aktivitit wie die der Ausgangsverbindung Dodecen-(3¢)-oyl-CoA, von
Succindialdehyd (als Dinitrophenylhydrazon) im Falle des [3.4.6.7-*H,]-
Dodecadien-(3¢c.6¢)-oyl-CoA als Substrat.

Das A*an_Enoyl-CoA wird durchdie /2-Enoyl-CoA-Hydratase zum
L(+)-3-Hydroxy-acyl-CoA hydratisiert. Der Beweis fir die Bildung
derL(+)-enantiomorphen Form der 3-Hydroxy-lauroyl- und 3-Hy-
droxy-dodecen-(6¢)-oyl-CoA-Verbindungen besteht einmal in dem quan-
titativen Ablauf der Dehydrogenierung durch die 3-Hydroxy-acyl-CoA-
Dehydrogenase. Dieses Enzym, dessen strenge Spezifitit fiir L(-}-)-3-Hy-
droxy-butyryl-CoA schon linger bekannt ist3, erwies sich auch gegeniiber
synthetischem 3-Hydroxy-lauroyl-CoA als streng spezifisch fur die
L(+)-Form. Zum anderen wurde die optische Drehung des Reaktions-
produktes nach einer priparativen Inkubation (35 uMol) und gaschro-
matographischer Reinigung des Methylesters der 3-Hydroxy-laurinséure
mit dem lichtelektrometrischen Polarimeter (Zeiss, Oberkochen) be-
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Abb. 11. Gaschromatographi-
sche Analyse der Fettsiure-
methylester nach Inkubation
von Dodecen-(3c)-oyl-CoA (a)
und Dodecadien - {3¢.6¢) - oyl-
CoA (b) mit A3 eis-A2trans. Eno-
yl-CoA-Tsomerase. ¢) Test-
chromatogramm: Methylester
der Dodecen-(2¢)-séure (1); Do-
decen-(3c)-siure (2); Dodecen-
(2{)-siiure (3). Gaschromatogra-
phie bei 120° Siulentemp.,
60mi/Min. ArgondurchfluB3, Pye.

stimmt ([«]3: +19,5% ¢ = 1 in Chloroform). Die Drehung war identisch
mit der von synthetischem L(+)-3-Hydroxy-laurinsiure-methylester 10,
Die beiden genannten Substrate hatten gegeniiber der /A3¢is. /| 2trans_
Enoyl-CoA-Tsomerase eine Michaelis-Konstante von etwa 10-5m.
Aus Tab. 1 gehen die Isolierungs- und Reinigungsschritte der 43¢,
A2trans Enoyl-CoA-Tsomerase aus Rattenleber hervor. Es wurde iiber
wenige Stufen eine 3900fache Anreicherung, bezogen auf den 500 xg-
Uberstand, und 90fache Anreicherung, bezogen auf dureh Ultraschall
aufgeschlossene Mitochondrien, erzielt.

Tab. 1. Reinigung der /A3 eis- A2 trans.Fnoyl-CoA-Tsomerase aus Rattenleber.

Gesamtprotein |Gesamtaktivitit | spezif. Akt.
[mg] [Einh.*] [Einh./mg]
Rohextrakt
(500 % g-Uberstand). . . 35000 (70000) 6,1
Mitochondrien
(unbeschallt) . . . . . 5500 (66000) 36
beachallt: o i mns 5400 460000 260
(NH,),S0,-Frakt.
(65—809%, Sitt.) . . . . 170 102000 1820
Hitzeschritte (70%) . . . . 8.8 69000 23600
* Einheit = Umsatz in nMol « Min.”% « mg—%.
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Ein Vergleich der Kinetik der Isomerisierungsreaktion von Dodecen-
(3¢)-0yl-CoA mit der Hydratisierung des Dodecen-(2t)-0yl-CoA zeigte,
daf in der Reaktionskette

43 ¢is-Enoyl-CoA— 42 trans. Enoyl-CoA —3-Hydroxy-acyl-CoA -~ 3-Oxo-acyl-CoA
die Stellungsisomerisierung die geschwindigkeitsbestimmende Reaktion
ist und somit im kombinierten optischen Test die Isomeraseaktivitit
auch in den /2-Enoyl-CoA-Hydratase-haltigen Fraktionen bestimmt
werden kann. Das Verhiltnis A%9%. zu A2t Enoyl-CoA-Verbin-
dungen betragt (bei unseren Versuchen) im Gleichgewicht bei pH 7.4
und 20° 1:7. ,

Bartsch und Barker!'® sowic Hardman und Stadtman'7? be-
schrieben eine Vinylacetyl-CoA-Isomerase (EC 5.3.3.3) aus Clostridium
butyricum, der sie eine Bedeutung fiir die Buttersiuresynthese in diesen
Mikroorganismen zuschreiben. Rilling und Coon* isolierten aus
Ochsenleberhomogenat eine f-Methylvinylacetyl-CoA-Tsomerase die 3-
Methyl-buten-(3)-0yl-CoA zu f-Methyl-crotonoyl-CoA umlagert, das
dann zu f-Methyl-glutaconoyl-CoA carboxyliert werden kann. Beide
Enzyme wiesen gegeniiber lingerkettigen A%-ungesittigten Substraten,
wie z. B. Hexen-(3)-0yl-CoA nur noch eine geringe Affinitit (10%,) im
Vergleich mit den genannten kurzkettigen Substraten auf. Davidoff
und Korn'® isolierten die ¢is- und frans-Formen der A2- und /%-unge-
siittigten C,g-Siuren nach Inkubation von Palmitoyl-CoA mit den par-
tikuliren Fraktionen des Schleimpilzes Dictyostelium discoideum sowie
Meerschweinchenleber. Die Autoren diskutieren eine mégliche Beteili-
gung dieser Verbindungen als Intermediirprodukte bei der Fettsdure-
synthese.

Auf Grund unserer Untersuchungen greift in die f-Oxydation der
ungesiittigten Fettsiuren neben den schon bekannten Enzymen des Oxy-
dationscyclus, die am Abbau der gesittigten Teile der ungesittigten
Pettsiuremolekiile beteiligh sind, eine A%< A20an Fnoy]l-CoA-Tso-
merase ein, Die intermedidr auftretenden A3%¢5.Enoyl-CoA-Verbin-
dungen werden zu /24 Fnoyl-CoA umgelagert und gewinnen so
AnschluBl an den p-Oxydationscyclus. Tm folgenden Schema ist der
Mechanismus am Beispiel des Dodecen-(3¢)-oyl-CoA, einem Zwischen-
produkt in der Olsdureoxydation, zusammengefaBt:

Ajllfl'u.jtrﬂi‘lﬁ-Enu)‘l'lIUA.
Dodecen-(3c)-oyl-CoA ————————————  Dodecen-(2#)-0yl-CoA

Isomerase

A*-Enoyl-CoA-
Hydratase

v
L-3-Hydroxy-acyl-CoA-

3-0x0-dodecanoyl-CoA ﬁm L(+)-3-Hydroxy-lauroyl-CoA

16 R.G.Bartschu. H.A.Barker, Arch. Biochem. Biophysies 92, 122 [1961].
17J. K. Hardman u. T. C. Stadtman, J. biol. Chemistry 238, 2088 [1963].
18 F. Davidoff u. E. D. Korn, J. biol. Chemistry 239, 2496 [1964].

Hoppe-Beylors Zeitschrift f. physiol. Chemie, 330 12



178 W.Stoffel, R. Ditzer und H. Caesar, Bd. 339 (1964)

Die Reinigung der /3¢5 42tens Enoyl-CoA-Tsomerase fithrte auch
zum Nachweis und zur anschlieenden Anreicherung einer 3-Hydroxy-
acyl-CoA-Epimerase, die ebenfalls in den Mitochondrien lokalisiert
ist. Wir stieflen auf dieses Enzym, als wir mit groben Enzymfraktionen
(30—65%, und 65—80%, Ammoniumsulfat-Fraktionen) unsere Substrate
priiften und als Hydratisierungsprodukt des Dodecen-(3¢)-0yl-CoA aus
einer GroBinkubation (35 uMol) racemisches 3-Hydroxy-lauroyl-CoA,
durch préparative Gaschromatographic gereinigt, als Methylester
(3,8 mg entspr. 19 uMol) isolierten. Diese Racemisierung des Produktes
trat nicht im Verlauf der Isolierungs- und Reinigungsschritte auf, wie
aus Blindversuchen mit D(—)- und L(+)-3-Hydroxy-laurinsiure-methyl-
ester hervorging. Die spezifische Drehung des Methylesters ([«]%: 19,5°)
blieb dabei vollstindig erhalten. Nachdem uns die chemische Trennung
des Racemates der 3-Hydroxy-laurinsiurel® gelungen war, konnte
D(—)-3-Hydroxy-lauroyl-CoA in einer GroBinkubation mit der Enzym-
fraktion ebenfalls vollstindig racemisiert werden. Diese Racemisierung
der langkettigen D(—)-3-Hydroxy-acyl-CoA-Verbindungen lieB sich
auch im optischen Test eindeutig nachweisen. Aus Abb.12 geht hervor,
dall bei der Inkubation von D(—)-3-Hydroxy-lauroyl-CoA mit der fiir
die L({--)-Form streng spezifischen 3-Hydroxy-acyl-CoA-Dehydrogenase
keine Dehydrogenierung eintritt. Erst bei Zugabe der Epimerase-

e T
ﬂ,151| /
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| amj— :

s | ‘
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Min, ——
Abb. 12, Kombinierter Test. Kinetik der Racemisierung von p(—)-3-Hydroxy-
lauroyl-CoA und der Dehydrogenierung der entstandenen L(4)-Form. Inkubation
in einem Gesamtvolumen von 1,0mi: 0,3 uMol p(—)-3-Hydroxy-lauroyl-CoA,
0,6 uMol NAD®, 409 (entspr. 0,4 Einh.) 3-Hydroxy-acyl-CoA-Deliydrogenase.
150 uMol Trispuffer, 2 uMol EDTA; Zugabe der Epimerase nach 5 Min. bei |.
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haltigen Fraktion oder des angereicherten Enzyms setzt die Dehydro-
genierung unmittelbar ein und linft quantitativ ab. Die Epimerase
allein fiihrt nicht zur Dehydrogenierung. Eine von Walil'® postulierte
spezifische D(—)-3-Hydroxy-acyl-CoA-Dehydrogenase konnte mit un-
serem langkettigen Substrat nicht nachgewiesen werden. Uber die in
Tab. 2 zusammengefaliten Schritte wurde die Epimerase aus Mito-
chondrien etwa 50fach angereichert.

Tab. 2. Anreicherung der 3-Hydroxy-acyl-CoA-Epimerase aus Mitochondrien.

Gesamtprotein |Gesamtaktivitit | spezif. Akt,
[mg] [Einh.*] [Einh./mg]
Rattenleber-Rohextrakt
500 % g-Uberstand . . . 8300 158000 19
heschallte Mitochondrien . 700 102000 146
Hitzeschritt (10 Min. b. 40%) 540 98000 182
Ammoniumsulfat-Frakt.
(35—659, Sattigung) . . 187 78000 417
Sephadex G200 . . . . . Spitzenfraktion 910

* 8. Anmerkung zu Tab. 1.

Langkettige A%¢¢.Enoyl-CoA-Verbindungen treten als weitere
Intermedidrprodukte bei der f-Oxydation der Polyenfettséiuren auf. Die
cis-Konfiguration dieser Verbindungen fiihrt zu der Frage, nach welchem
Mechanismus deren Abbau erfolgt. Die Klirung dieser Frage wiirde dann
Aufschlufl iiber eine mogliche Funktion der Epimerase geben und das
Bild der f-Oxydation auchder ungesittigten Fettsiuren vervollstindigen.

Wir danken der DeutschenForschungsgemeinschaftund dem Bundes-
ministerium fiir wissenschaftliche Forschung fiir die groBziigige Unter-
stiitzung unserer Arbeiten.

Beschreibung der Versuche

Coenzym A, NAD® und 3-Hydroxy-acyl-CoA-Dehydrogenase waren Praparate
der Firma Boehringer & Schne, Mannheim,

Die Proteinbestimmung erfolgte mit Hilfe der quantitativen Biuret-
Reaktion®' sowie nach Warburg und Christian2

= Die Zellfraktionierung wurde nach Hogeboom und Mitarbeitern® aus-

gefiihrt.

Die Radioaktivititsmessungen sowohl der toluollislichen Fettsiuren
und ihrer Ester als auch der wasserltslichen Coenzym-A-Derivate erfolgte mit dem

19 8.J. Wakil, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 19, 497 [1956].

* J.R.8tern, A. Del Campillo u. A, L. Lehninger, J, Amer. chem. Soc.
77, 1073 [1955].

f (3. Beisenherz, H. J. Boltze, Th. Biicher, R. Czok, K. H, Garbade,
Ii. Meyer-Arendt u. G. Pfleiderer, Z. Naturforsch. 8b, 555 [1953].

0, Warburg n. W. Christian, Biochem. Z. 810, 384 [1942].

# (1, H. Hogeboom, W. C. Schneider u. G. E. Palade, J. biol. Chemistry
172, 619 [1948].

12+
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Fliissigkeitsszintillationszihler (Tricarb 314, Packard) in der schon beschriebenen
Weise?!, Die gaschromatographischen und radiogaschromatographi-
schen Analysen wurden auf dem Barber-Colman-Gerit, Modell 10, die halb-
priparativen Trennungen mit dem Fraktometer F 6 der Firma Perkin-Elmer,
Bodenseewerke, Uberlingen, durchgefiihrt.

Die optischen Drehungen wurden mit dem hochempfindlichen Prizisions-
polarimeter 0,005° der Firma C. Zeiss, Oberkochen, gemessen.

Die Aufarbeitung der Inkubationsansitze finw die gaschromato-
graphische Analyse bestand in der Verseifung der CoA-Ester mit dem gleichen

Volumen 5proz. methanol. KOH iiber 2 Stdn. bei 50°, Abtrennung des Unverseif-
baren mit Petrolither (30—60°), Extraktion der freien Fettsiuren nach dem An-
sauern mit 2n HCl mit Petrolather/Ather 1:1, Trocknen iiber Na,S0, und Ab-
dampfen des Lisungsmittels. Die Fettsauren wurden mit ather. Diazomethan-
losung verestert. Nach dem Einengen wurden die Methylester gaschromato-
graphiert. Die Acetylierung der Hydroxysauren erfolgte nach Kishimoto und
Radin?® mit Tsopropenylacetat. Die Acetoxysiuren wurden anschlieBend mit Di-
azomethan verestert.

Die optischen Teste wurden mit: dem Elko I1I.der Firma Zeiss hei 365 my
in Quarzkiivetten (4 = 1 cm) bei 209 ausgefiihrt. Die molare Extinktion von NADH
war 3,3 % 10° [I- Mol - em—1].

Die Mitochondrien wurden je g Frischgewicht in 1 ml 0,05m Phosphat-
puffer, pH 7,4 (0,003m an EDTA) suspendiert und unter Eiskiihlung 15 Min. im
TUltraschall-Geriit der Firma MSE (England) bei 9000 Hz aufgeschlossen. An-
sehlieBend wurde 15 Min. bei 10000 % g zentrifugiert und der opaleszente Uberstand
in der iiblichen Weise durch Ammoniumsulfat-Fillungen fraktioniert. Jede Frak-
tion wurde gegen 0,01m Phosphatpuffer, pH 7,4 (0,003m an EDTA und 0.003m
an Cystein) dialysiert.

Zur Bestimmung der Oxydation in Versuchen in vitro wurden die
Ammoniumsalze von 5,2 gMol I und [5-C]Laurinsaure in je einem Warburg-
Gefall mit 0,5 ml 0,5m Phosphatpuifer, pH 7.4, und 1 ml Rattenleber-Rohextrakt
(500 % g-Uberstand) entspr. 0,1 g Leberfrischgewicht 1 Stde. bei 37° geschiittelt.
Das GefaB war durch eine Gummikappe verschlossen. Am Ende der Reaktion
wurden 0,5 ml Hyaminbase in das Zentralgefal und 0,3 ml 6n H,S0, in das Haupt-
gefill mit einer Tuberkulinspritze eingetragen. Nach 2stdg. Schiitteln bei 37° war
das freigesetzte €O, als Hyamincarbonat gebunden. Die Hyaminlésung wurde
quantitativ in ein Zihlglischen iibergefiihrt und die Aktivitat des HCO, im Tri-
carb gemessen.

T lieferte an MC0O,: 1,23 % 10! Zpm entspr. 0,875 uMol; [5-1C]Laurinsiure:
1.4 x 10* Zpm entspr. 0,78 pMol.

Im kombinierten optischen Test enthielten die Kiivetten in einem
Gesamtvolumen von 1 ml: 0,30 ml 0,5m Tris-Puffer, pH 9,5; 0,02 ml 1,0m EDTA;
0,06 ml 0,01m NAD® Lisung: 40 4 3-Hydroxy-acyl-CoA-Dehydrogenase; 0,10 m!
65—80%, Ammoniumsulfat-Fraktion (Proteinmenge s. Tab. 1); 0,05 m! (0,05 uMol)
Enoyl-CoA-Lisung; 0,45 m{ Wasser. Die Blindkiivette enthielt Wasser an Stelle des
Substrates.

Die Diinnschicht-Chromatographie der ungesittigten isomeren Cp,-
Siure-methylester wurde an Kieselgel-Silbernitrat (8%) im System Petrolither/
Ather 9:1 durchgefiithrt. Die Banden wurden mit 0,029, ithanol. 2.7-Dichlor-
fluorescein sichtbar gemacht. Die Elution erfolgte nach Goldrick und Hirsch?®.

Zusammenfassung
Die enzymatischen Reaktionen an /%< Enoyl-CoA-Verbindungen.
die als Zwischenprodukte im Verlauf der f-Oxydation der Mono- und
1 T, Mitteil.: W. Stoffel, diese Z, 383, 71 [1963].

25 Y, Kishimoto u. N. 8. Radin, J. Lipid Res. 4, 130 [1963].
26 B. Goldrick u. J. Hirsch, J. Lipid Res. 4, 482 [1963].
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Polyenfettsiuren auftreten, wurden aufgeklirt. Der Mechanismus wurde
mit Dodecen-(3¢)-0yl-CoA und Dodecadien-(3¢.6c)-oyl-CoA studiert.
Diese Substrate werden zu den entsprechenden /2% Enoyl-Verbin-
dungen isomerisiert, die dann durch die /%-Enoyl-CoA-Hydratase
(Crotonase) zu L( -} )-3-Hydroxy-acyl-CoA-Derivaten hydratisiert werden.
Die Isolierung der /%<2t Fnoyl-CoA-Tsomerase sowie einer
3-Hydroxy-acyl-CoA-Epimerase aus Rattenlebermitochondrien wird be-
schrieben. Diese Epimerase epimerisiert die D(—)-Form von langkettigen
3-Hydroxy-acyl-CoA-Derivaten zur L(--)-enantiomeren Form.

Summary

The enzymic reactions of 3-cis-enoyl-CoA compounds, intermediates
in the f-oxidation of monoenoic and polyenoic fatty acids, have been
elucidated. The mechanism of these reactions has been studied with
3-cis-dodecenoyl-CoA and  3-cis,6-cis-dodecadienoyl-CoA. These sub-
strates are isomerized to the corresponding 2-frans-enoyl-CoA products.
These are then hydrated by /1*-enoyl-CoA-hydratase (crotonase) to the
L(-++)-3-hydroxyacyl-CoA. The isolation of A3 42ans_enoyl-CoA-iso-
merase from rat liver mitochondria is described. Furthermore, a 3-hy-
droxyacyl-CoA-epimerase has been isolated from mitochondria. This
enzyme epimerizes the D(—) form of long chain 3-hydroxyacyl-CoA to
the L(+) enantiomeric form.

Doz. Dr. Dr. W. Sio/lel Physiologisch-Chemisches Institut der Universitit,
& Koln-Lindenthal, Joseph-Stel -Strafle 52.




