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Der Stoffwechsel der ungesiittigten Fettséuren, VII*

Untersuchungen iiber die Bildung der cis-olefinischen
Bindungen in Polyenfettsiuren*

Von

Wilhelm Stoifel und Hans-Gerd Schiefer
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Koln

(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Januar 1006)

Herrn Prof. Dr. 0. Martiws zum 60. Geburtstag gewidmet

In fritheren Untersuchungen? iiber die Biosynthese der Polyenfett-
siuren wurde gezeigt, dall diese in vitro in zwei Teilreaktionen studiert
werden kann:

1. Verlangerung der Kohlenstoffkette der langkettigen Acyl-CoA-
Ester durch Kondensation mit Malonyl-CoA und Reduktion mit NADPH
an einem Multienzym des endoplasmatischen Reticulums; gesittigte,
einfach und mehrfach ungesiittigte Acyl-CoA-Ester werden zu den um
zwei oder, je nach Malonyl-CoA-Konzentration, vier C-Atome hoheren
Homologen verlingert.

2. Stereo- und stellungsspezifische Einfiihrung im Polyallylrhyth-
mus angeordneter all-cis-olefinischer Bindungen in Richtung auf das
Carboxylende des Fettsiuremolekiils, Studiert wurde die Umwandlung
von 11.14-Eicosadienoyl- und 8.11.14-Eicosatrienoyl-CoA in 5.8.11.14-
Eicosatetraenoyl-CoA (Arachidonsdure). Das Enzymsystem benétigh
molekularen Sauerstoff und, je nach Mikrosomenpriparat, NADPH.
Es ist ebenfalls an die endoplasmatische Membran gebunden und
konnte bisher nicht in Lésung gebracht werden.

Der von uns beschriebene Mechanismus der Kettenverlingerung
durch Malonyl-CoA und die Notwendigkeit von molekularem Sauerstoff
fiir die Olefinierungsreaktion in der Biosynthese der Polyenfettsiuren
wurde inzwischen von Nugteren?® an analogen Beispielen untersucht
und bestitigt.

* Verwendete Abkiirzungen: CoA bzw. HSCoA = Coenzym A; NADP und
NADPH = oxydiertes bzw. reduziertes Nicotinamid-adenin-dinucleotid-phosphat;
ATP = Adenosintriphosphat; Tris = Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan; FAD
= Flavin-adenin-dinucleotid.

1 VI Mitteil.: W. Stoffel u. H.-G. Schiefer, diese Z. 341, 84 [1965].

* W. Stoffel, Biochem. biophysic. Res. Commun. 6, 270 [1961]; diese Z.
333, 71 [1963]; W. Stoffel u. K.-L. Ach, ebenda 337, 123 [1964]; W. Stoffel.
16. Mosbacher Kolloquium 1965 der Gesellschaft f. Physiolog. Chemie iiber ,,Li-
poide®, Springer-Verlag, im Druck.

* D. H. Nugteren, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 60, 656 [1962];
106, 280 [1965].
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Bloomfield und Bloch? haben erstmals die Bedeutung des mole-
kularen Sauerstoffs fiir die aerobe Bildung der Palmitolein- und Olsiure
aus der Palmitin- und Stearinsaure beschrieben. Die aus Hefe isolierte,
an Partikeln gebundene ,,Desaturase* fithrt die cis-olefinische Bindung
unabhingig von der Kettenlinge der gesittigten Fettsiure-CoA-Ester
stellungsspezifisch stets zwischen C-9 und C-10, von der Thioestergruppe
gerechnet, ein®.

Bei der Olefinierung der Polyenfettsiuren bestimmen dagegen die
schon im Molekiil vorliegenden Doppelbindungen die Stellung der neu
einzufiihrenden Doppelbindungen, die in der tierischen Zelle stets in das
Carboxylende, durch eine Methylengruppe von der vorhandenen Doppel-
bindung isoliert, eingefithrt werden. Die unterschiedliche Stellungsspezi-
fitit der .. Desaturase* und unseres olefinierenden Enzyms spricht dafiir,
dall zwei verschiedene Enzymsysteme vorliegen, die die Reaktion mog-
licherweise nach dem gleichen oder einem dhnlichen enzymatischen
Mechanismus katalysieren.

Drei Reaktionstypen konnen zur Bildung einer homo-allylstandigen
Doppelbindung fithren:

1. eine Dehydrogenase-Reaktion

2. eine Hydroxylase-Reaktion

3. eine Oxydase-Reaktion

Die Einfiihrung von olefinischen Bindungen durch eine Dehydroge-
nierungsreaktion wird durch Flavoproteide katalysiert, die zu Doppel-
bindungen in Konjugation zu funktionellen Gruppen mit negativem
induzierendem Effekt (> C=C <; =0=0; —CO ~ SCoA) fiihren.
Nach einem solchen Mechanismus verlaufen u. a. die A%-Dehydrogenie-
rungen von Steroiden in intakten Zellen und zellfreien Extrakten von
Bacillus sphaericus (EC 1.3.99.4). Bei dieser Reaktion sollen Chinone
(Vitamin K;, Vitamin K;, Ubichinone) als Cofaktoren und Elektronen-
akzeptoren beteiligt sein®. Bei den Polyenfettsiuren dagegen wird die
nen einzufiihrende Doppelbindung homo-allylstindig zur schon vorhan-
denen Doppelbindung eingefiihrt.

Bei einer Hydroxylase-Reaktion wird der aktivierte Sauerstoff
unter Mitbeteiligung von Elektronendonatoren, meist reduzierten Pyri-
dinnucleotiden, in das Molekiil in Form einer Hydroxylgruppe einge-
fiihrt”. In einer hypothetischen Folgereaktion kénnte dann durch Dehy-
dratisierung eine cis-olefinische Bindung gebildet werden. Fiir diese
Gruppe von Enzymen, die gleichzeitig molekularen Sauerstoff und einen

* D. K. Bloomfield u. K. Bloch, J. biol. Chemistry 235, 337 [1960].

5 G.J.Schroepfer u. K. Bloch, J. biol. Chemistry 240, 54 [1965].

5 P. H. Gale, A. C.Page jr., T. H.Stoudt u. K. Folkers, Biochemistry 1,
788 [1962]; V. Stefanovic, M. Hayano u. R. L. Dorfman, Biochim. biophysica
Acta [Amsterdam] 71, 429 [1963].

7 0. Hayaishi, Oxygenases, Academic Press, New York u. London 1962.
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Elektronendonator benétigen, hat Mason® den Begriff ,,mixed function
oxidases* geprigt. Dazu gehdren verschiedene Steroidhydroxylasen,
z. B. die durch CO hemmbare Steroid-21-Hydroxylase (EC 1.14.1.8) aus
Nebennierenrindenmikrosomen®-2, die von Kaufman?? beschriebenen,
Pteridin-abhiingigen Hydroxylasen fiir aromatische Aminosiuren (EC
1.14.3.1) und Enzyme zur Hydroxylierung von aliphatischen Carbon-
situren®®: 4 und von Pharmakal®,

Bei einer Oxydase-Reaktion dient der aktivierte Sauerstoff selbst
als unmittelbarer Elektronenakzeptor. Der Wasserstoff wird stellungs-
spezifisch vom Molekiil entfernt, ohne daf} Intermedidrprodukte falbar
sind?. }

Unsere Kenntnisse iiber den Elektronentransport in der Membran
des endoplasmatischen Reticulums sind noch unvollstindig. Die von
Mason und Mitarbeitern!® und von Omura et al.X! schematisch skiz-
zierten Elektronentransportketten erfassen nicht alle inzwischen aus der
mikrosomalen Fraktion isolierten Redoxsysteme. So ist die von Sato
et al.l? heschrichene NADPH-Oxydase, die Naphthochinon bendtigt,
nicht eingeordnet worden; iiber die Bedeutung der in Mikrosomen vor-
kommenden Ubichinone'® weil man noch nichts. Auch unsere Kennt-
nisse fiber die funktionelle Bedeutung der mikrosomalen Cytochrome
(Cytochrom by und Cytochrom P-450 = Reticulochrom) und des mikro-
somalen Nicht-Haem-gebundenen Eisens sind gering.

Tn dieser und der nachfolgenden Verdffentlichung'® beschreiben wir
Versuche, die unternommen wurden, um mit Hilfe von hemmenden
Substanzen und Modellverbindungen einen Einblick in den Mechanis-

¢ H. S. Mason, Advances in Enzymol. 19, 79 [1957].

s R. W. Estabrook, D. Y. Cooper u. 0. Rosenthal, Biochem. Z. 338, 741
[1963].
1 D, Y. Cooper, S.Levin, S.Narasimhulu, 0. Rosenthal u. R.W.
Estabrook, Science [Washington] 147, 400 [1965].
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dam] 48, 615 [1961].
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mus der Olefinierungsreaktion bei der Biosynthese der Polyenfettsiuren
zu gewinnen. Die Polyenfettsiuren liegen als f-stindige Acylkomponen-
ten in den Glycerophosphatiden der tierischen Zellmembranen vor®?.
Wir untersuchten daher, ob die Olefinierungsreaktion an den freien
wasserloslichen Acyl-CoA-Estern stattfindet oder ob die Polyenfettsiure
bei dieser Reaktion als f-Acylkomponente des Phospholipoid-Molekiils
strukturgebunden ist.

Enzymatische Untersuchungen mit 8.11.14-Eicosatriensiure

Die Olefinierungsreaktion studierten wir an dem letzten Schritt in
der Biosynthese der Arachidonsiure®, der Umwandlung der 8.11.14-
Eicosatriensiure (Homo-p-Linolensiure) in 5.8.11.14-Eicosatetraensiure
(Arachidonsiure):

AN RN,

COH

e
/NN AR
Dazu verwendeten wir [1-11C]8.11.14- Eicosatriensiure??,

Die einzelnen Zellfraktionen von Rattenleher wurden nach Siekevitz* iso-
liert und mit dem Ammoniumsalz der 8.11.14-Bicosatriensiure, ATP, CoA, MgCl,,
Cystein, NADPH inkubiert. Bei den Aktivierungs- und Hemmversuchen wurden
die Mikrosomen mit den zu testenden Subgtanzen vorinkubiert, Katalase und
Peroxydase wurden unmittelbar vor Versuchsbeginn zu der Mikrosomensuspension
pipettiert, bevor das Substrat und die verschiedenen Coenzyme dem Reaktions-
ansatz zugegeben wurden. Nach der Inkubation wurden die Fettsauren isoliert.
Die Umwandlung der eingesetzten 8.11.14-Eicosatriensiure in Arachidonsiure
wurde radiogaschromatographisch entweder durch Analyse des Fettsiuremethyl-
estergemisches oder der Dicarbonsiuredimethylester nach der oxydativen Ozonid-
spaltung der Fetfsauren bestimmt, wobei aus dem Verhiiltnis der Radioaktivititen
in der Kork- und Glutarsiure die Umwandlungsrate in Arachidonsiure berechnet
wurde.

Das olefinierende Enzymsystem ist, wie bereits frither® beschrieben
wurde, bei der iiblichen Zellfraktionierung der Rattenleber in den Mikro-
somen lokalisiert. Mitochondrien und 105000 % g-Uberstand (vor und
nach Hitzedenaturierung des Proteins) erhéhen die enzymatische Akfi-
vitiit der Mikrosomen nicht.

Als kritisch erwies sich die Fettsiurekonzentration. Bei Konzen-
trationen grofer als 10-'m sank die Ausbeute der Reaktion (0,5 < 10-m
189%; 1 ¢ 10-*m 16%; 2,6 x 10~ 11%; 5 x 10~%m 8%).

20 ], J. Hanahan, H. Brockerhoff u. E.J, Barron, J. biol. Chemistry
235, 1917 [1960].

2 J, F. Mead u. D. R. Howton, J. biol. Chemistry 229, 575 [1957].

2 W, Stoffel, Liebigs Ann. Chem. 678, 26 [1964]; J. Amer. Oil Chemists’
Soc. 42, 583 [1965].

2 P. Biekevitz, Methods in Enzymol. 5, 61 [1962].
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20309, der eingesetzten 8.11.14-Eicosatriensiure wurden enzy-
matisch in Arachidonsiure umgewandelt. Da die Enzymaktivitit der
jeweils frisch priparierten Mikrosomen schwankte, analysierten wir bei
allen Inkubationsversuchen mit aktivierenden oder hemmenden Sub-
stanzen gleichzeitig zwei Inkubationsansitze ohne Zugabe dieser Fak-
toren. Die Ausbeuten in Tab. 1 sind jeweils auf diese Standardinkuba-
tionen (= 100%,) bezogen.

Die Notwendigkeit von NADPH fiir die Olefinierungsreaktion ist
abhiingig von der Mikrosomenpriiparation; bei einigen Versuchsreihen
stimulierte es die Reaktion deutlich, bei anderen blieb die Ausheute der
Reaktion mit und ohne NADPH gleich. Sauerstoff ist fiir die Reaktion
unbedingt erforderlich; fiihrt man die Olefinierungsreaktion unter anaec-
roben Bedingungen durch, sinkt der Umsatz auf 259, der Ausgangs-
altivitit ab. Kiinstliche Elektronenakzeptoren kénnen den Sauerstoff
nicht ersetzen,

Die Ergebnisse unserer Versuche zur Aktivierung und Hemmung
der Olefinierungsreaktion sind in Tab. 1 zusammengefaft.

Nach diesen Frgebnissen lift sich eine Dehydrogenierungsreaktion
ausschlieBen: FAD, Menadion [Vitamin K], 2.3-Dimethoxy-5-methyl-
benzochinon-(1.4) [Ubichinon (0)] und kiinstliche Elektronenakzeptoren

Tab. 1. Versuche in vitro mit Rattenlebermikrosomen zur Aktivierung und Hem-

mung der Olefinierungsreaktion (Umwandlung von 8.11.14-Eicosatriensiure in

5.8.11,14-Eicosatetraensiure). Jeder Inkubationsansatz enthielt auBer den ange-

gebenen Zusiitzen in einem (lesamtvolumen von 2 ml: 0,2 uMol Ammoniumsalz

der 8.11.14- Eicosatriensiure; 10 gar ATP; 10 v MgCly; 0,2 sov CoA ; 10 gam Cystein;

10 mg Mikrosomenprotein; 200 uy Kaliumphosphatputfer, pH 7.4; 2 um NADP;
20 st Glucose-6-phosphat; 3 U* Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase.

rel. Ausheute bez.
Zusiitze [Mol/i] auf Standard-
inkubation (=100%,)
FAD! AR e i 10-8 89%
Adehrin. fialfa oo o i S 10=¢% 449,
Wenadionicg = Yot o o En Sy 104 1009,
iBialnGn (Q)F . OIS S 101 1009,
Methylenblan . . . . . - . ou. o 10-2 449,
Dichlorphenolindophenol . . . . . 10-5 73%
Tetrahydrofolsiure . . . . . . . 5 x 104 1009,
Dihydrobiopterin . . . . . . . . 10— 1009,
Antorbinsure . . . .o o0 1072 320,
iy R P 10-2 289,
Anem-fminsdiure S 0 . jel0-2 43%,
TEBI o o SN 10-3 25%,
NN SR s 1 bl 10-3 289,
osPhenanthrolini ¥ iy 0 | 10-2 1704
Athylendiamintetrancetat . . . . 10-3 16%
p-Chlormercuri-henzoat . . . . . . 10-# 149,
L R S 0,8 ¢ 10* U/Ansatz 66%,
Beraxmdage . . . .o oeoc e 200 y/Ansatz 2595

* U~ internationale Binheit (Mol SBubstatumsatz/Min. unter Standardbedingunen.





















