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Fiir die Membranen, welche die subzelluliren Riume
begrenzen, sind offenbar verschiedene Lipoidklassen
von besonderer Bedeutung. Die Lipoide bilden im
Innern der Membranen bimolekulare Schichten, auf
die auBen Protein (Struktur- und/oder Enzymprotein)
aufgelagert ist. Die entsprechende elektronenmikrosko-
pische Struktureinheit nennt man wunit-membrane
[1—3]. Obwohl auch Membranen verschiedenster Her-
kuntt, elektronenmikroskopisch betrachtet, morpho-
logisch sehr dhnlich sind, muB man auf Grund der
chemischen und biochemischen Befunde zwei Arten
von Membranen unterscheiden:

1. die stoffwechsel-aktiven Membranen, die am Aufbau
der subzellulidren Partikeln beteiligt sind und als Bau-
elemente der Lipoid-Phase vorwiegend Phospholipoide
enthalten, '

2. die stoffwechsel-inaktiven Membranen, deren Lipoid-
Schicht sich vorwiegend aus Sphingolipoiden und
Cholesterin aufbaut und deren Hauptvertreter das
Myelin der Nervenfaser ist.

Die wichtigsten Phospholipoide der stoffwechsel-akti-
ven Membranen zeigt Fig. 1.

Untersuchungen tiber die Beziehungen zwischen Li-
poid-Phase und Enzymproteinen, die auf Grund der
gegenseitigen physikalischen Bindungen als ,,struktur-
gebunden® angesprochen werden, machen die Kennt-
nis des Stoffwechsels der hochungesittigten Fettsiu-
ren besonders wiinschenswert.

Die Glycerophosphatide der Lipoid-Phase besitzen
eine fiir sie typische asymmetrische Verteilung der Fett-
sduren im Molekill. Die 1-Stellung des 1-3-Glycero-
phosphat-Skeletts ist durch eine vorwiegend gesittigte
Fettsdure (Palmitin- oder Stearinsiure) wverestert,
wihrend in der 2-Stellung hochungesittigte Fettsiu-
ren mit 18 bis 22-C-Atomen und zwei bis sechs Doppel-
bindungen als Acylgruppen zu finden sind*. Somit gibt
es fiir jede Phospholipoidklasse eine Vielzahl von
Fettsdurekombinationen, die zu bestimmten Spezies
fiihren.

* Nach einem am 12. 11. 1965 anliBlich der Verleithung des Hein-~
rich-Wieland-Preises 1965 in Miinchen gehaltenen Vortrag. —
Sonderdrucke kdnnen iiber das Sekretariat des Kuratoriums fiir die
Verleihung des Heinrich-Wieland-Preises (Priv.-Doz. Dr. FRICKER,
65 Mainz, Physiologisch-chemisches Institut der Universitit) kosten~
los bezogen werden. .

1 Verwendete Abkiirzungen: CoA oder HSCoA = Coenzym A; NAD+
und NADH = oxydiertes bzw. reduziertes Nicotinamid-Adenin-
Dinucleotid; Acyl-CoA-Dehydrogenase (Acyl-CoA: (Akzeptor)-
Oxydoreduktase, EC 1.3.99.3); 42-Enoyl-CoA-Hydratase, bisher be-
kannt als Crotonase (r-3-Hydroxyacyl-CoA-Hydro-lyase, EC 4.2.
1.17); 48cis— g2trans.Enoyl-CoA-Isomerase (EC 5.3.3.7, noch nicht
registriert) ; 3-Hydroxy-acyl-CoA-3-Epimerase, wahrscheinlich iden-
tisch mit 3-Hydroxybutyryl-CoA-3-Epimerase, (EC 5.1.2.3,),
HOADH = 3-Hydroxy-acyl-CoA-Dehydrogenase (L-3-Hydroxyacyl-
CoA: NAD-Oxydoreduktase, EC 1.1.1.35), ER = endoplasmatisches
Retikulum.
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Hier soll iiber unsere in-vitro-Untersuchungen zur Bio-
synthese und zum biologischen Abbau der Polyenfett-
sduren berichtet werden [4—11].
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L. Systematik der Polyenfettsiiuten

Als Grundlage dient die Systematik der Polyenfett-
sduren von KLENK und Mitarb. [12] (vgl. Fig. 2).
Neben den Grundverbindungen sind einige Hauptver-
treter dieser Fettsdure-Familien aufgefiihrt.

Nach Krenk lassen sich alle in den Lipoiden vorkommenden unge-
sattigten Fettsduren in solche vom. Palmitolein-, Ol-, Linol- und
Linolensiure-T'ypus einordnen. Die Struktur des Methyl-Rndes be-
stimmt demnach die Zugehdrigkeit zur einen oder anderen Familie.
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Die olefinischen Bindungen sind, durch eine Methylen-Gruppe isc-
liert, im Polyallyl-Rhythmus angeordnet. Sie besitzen all cis-Konfigu-
ration. Die Kohlenstoffketten der zu den beiden ersten Gruppen ge-
horenden Polyensiuren werden de movo aufgebaut, die Cy- und
Cpp-Polyenfettsiuren des Linol- und Linolensiure-Typs leiten sich
jedoch von den fiir den tierischen Organismus essentiellen Fett-
siuren Linol- und Linolensiure durch Kettenverlingerung und Ein-
fiithrung weiterer Doppelbindungen ab [12—17].

II. Biosynthese der Polyenfettsiuren

Zum Studium der Biosynthese der Polyenfettsiuren
synthetisierten wir carboxyl-markierte und am Me-
thyl-Ende mit Tritium markierte Polyenfettsiuren
[18, 5].
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Fig. 2. Systematik der Polyensiuren nach KLENK [12]

Docosa—4,7,10,13,16,19-hexaensiure

Die Polyenfettsiuren wurden chemisch und radioche-
misch rein erhalten nach Gegenstromverteilung (Hep-
tan: Acetonitril: Methanol: Eisessig 3:1:1:1) [19], pré-
parativer Gaschromatographie oder préparativer
Diinnschichtchromatographie (20% AgNOs/Kieselgel
H, Losungsmittelsystem Heptan:Essigester 85:15).
Durch IR-, NMR- und UV-Spektroskopie sowie oxy-
dativen Ozonid-Abbau wurde ihre Struktur gesichert.

II,. Keitenverlingerung der Cig, Cig- und Cpy-Séiuren

Wir kennen zwel Enzymsysteme der tierischen Zelle
fitr die Biosynthese der Kohlenstoffkette der Fettsiu-
ren. Das eine Multienzym-System ist die sog. Fett-
siuresynthetase, die von Acetyl- und Malonyl-CoA
ausgehend die Synthese der gesittigten Fettsiuren,
vorwiegend der Palmitinsdure, katalysiert. Die Teil-
reaktionen der Biosynthese klirten LyNEN und Mitarb.
[20] an Hefe-Fettsiuresynthetase auf. Die E. coli-
Fettsiuresynthese haben Vaceros und Mitarb. [21]
studiert. Der Starter der Synthese ist in beiden Fillen
Acetyl-Coenzym A.

‘W. StorrFeL: Biosynthese und biologischer Abbau hochungesdttigter Fettsduren

Naturwissenschaften

Die Fettsduresynthetase der tierischen Zelle, ein 16s-
liches Enzym, das sich im Cytoplasma findet, konnten
WaxiL und Mitarb. [22] isolieren.

Ein zweites Enzymsystem, das die langkettigen Cyg-,
Cys- und Cyy- gesittigten und vor allem die einfach und
mehrfach ungesittigten C,y- und C,p-Sduren aufbaut,
wurde in unserem Arbeitskreis isoliert. (Die wvon
WagiL [22] mit einem Mitochondrien-Extrakt er-
zielte Kettenverlangerung langkettiger Acyl-Coenzym
A-Ester durch Acetyl-Coenzym A diirfte durch eine
Riickreaktion der §-Oxydationsreaktions-Sequenz er-
folgen.)
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Fig. 3. Radiogaschromatographische Analyse, A der Fettsgure-
Methylester nach der Inkubation mit y-Linolsdure, B der Fett-
sduremethylester nach der katalytischen Hydrierung, C der Dicar-
bonsiure-dimethylester nach der oxydativen Ozonolyse der unge-
gesditigten Fettsduren

Unser Enzymsystem benutzt wie die Synthetase als
Substrat fiir die Kettenverlingerung in der Konden-
sationsreaktion das Malonyl-CoA als aktivierte C,-
Einheit. NADPH lefert in beiden Fillen die Reduk-
tionsdquivalente fiir die Reduktionsschritte.. Das ket~
tenverlingernde Enzymsystem unterscheidet sich je-
doch wesentlich von der Fettsiuresynthetase:

1. Es kommt zu keiner de novo-Synthese von Acetyl-
und Malonyl-CoA ausgehend. Es werden nur lang-
kettige Acyl-CoA-Thioester in Gegenwart von Malo-
nyl-CoA verlidngert.

2. Unser Enzym ist auf der Membran des endoplasma-
tischen Retikulums (ER) strukturgebunden angeord-
net. (Die Fettsiuresynthetase ist aus dem Cytoplasma
als 18slicher Enzymkomplex isolierbar.)

3. Die Fettsduresynthetase der Hefe ist lipoid-frei [20].
Unser Enzym jedoch besitzt Lipoproteid-Struktur und
ist als Finheit der ER-Membran aus etwa gleichen
Teilen Lipoid (Phosphatidyl-cholin 60%. Phospha-
tidyl-dthanolamin 20%, Phosphatidyl-inosit 10%,
Sphingomyelin 10%, Spur Cholesterin) und Protein
aufgebaut.

Als Beispiel der Kettenverlidngerungsreaktion soll die
Umwandlung von Oktadeca-6,9,12-trienoyl-CoA in
Ficosa-8,11, 14-trienoyl-CoA betrachtet werden. Die
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Stochiometrie der Reaktion geht aus der folgenden

(leichung hervor:

18:3-CoA - Malonyl-CoA +2 NADPH + 2 -

20:3-CoA -+ 2 NADP+ + H,0 4 CO,

Die Reaktion kann fluorimetrisch [23] am Verbrauch
des reduzierten Triphosphopyridinnucleotids verfolgt
werden. Die Ausbeute- und Strukturbestimmung des
Reaktionsproduktes erfolgen durch Radiogaschroma-
tographie und oxydativen Ozonid-Abbau (Fig. 3).
Dieser Mechanismus der Kettenverlingerungsreaktion
durch Malonyl-CoA wurde inzwischen von NUGTEREN
bestitigt {24a, b].

Die Beobachtung NusTeRENS [24)], daf §, y-ungesittigte Coenzym
A-Ester durch die microsomale Fraktion reduziert werden, diirfte
auf eine Verunreinigung mit der von uns [?] nur in Mitochondrien
nachgewiesenen  43¢is— 42trans.Enoyl-CoA-Isomerase  zuriickzu-

fithren sein. Erst nach der Isomerisierung diirfte es zur Hydrierung
des &, f-trans-Produktes durch NADPH kommen.

An den Beispielen der Kettenverlingerung
16:0 —>18:0, 18:2%11 —20:2W,14
16527210 5 18:29:12 {8:36,9,12_;,00:38,11,14

orientiert, synthetisierten wir nach dem in Fig. 4 wie-
dergegebenen Syntheseweg die Coenzym A-Ester der
entsprechenden o, §-trans-, b (—) undr () 3~-Hydroxy-
und 3-Ketopolyensduren [25]. Eine chemische Race-
mat-Trennung der 3-Hydroxysiuren gelang nicht.
D(—)-3-Hydroxypolyensduren konnten jedoch auf
dem vorgezeichneten Weg enzymatisch erhalten wer-
den. In Gegenwart eines NADPH bildenden Systems
werden die Coenzym A-Ester der «, f-transungesittig-
ten Coenzym A-Ester sowie die 3-Ketoverbindungen
bis zur Alkan-Stufe reduziert. Mit Hilfe der iiber
Dichtegradientenzentrifugation mehrfach gereinigten
ER-Fraktion konnte gezeigt werden, daB nur die

D(—)-Form umgewandelt wird, d.h., daBl dlese das
Produkt der Reduktion der 8- Ketover-
bindung und das Substrat der Dehydra-
tisierungsreaktionam kettenverlingern-
den Enzym ist. Verunreinigung durch

Wv:\MC_CL
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Tabelle 1. Kettenverlingerung von 1-*C-markierien gesitligien,
Monoen- und Polyenfettsiuren
—————

Inkubierte 4-1C-markierte Realktionsprodukte Ane.-
Fettsdure beute
t. Myristinsdure 16:0 35%
2, Palmitinsiure 18:0 20%
3. Stearinsdure 20:0 10%
4, Olsdure 20:1 [11] 10%
5. Eicosen-11-sdure 22:1 [13] 5%
6. Hexadeca-4,7,10-triensdure 18:3 [6, 9, 12] 80%

20:3 [8, 11, 14]
7. Hexadeca-~7, 10-diensdure 18:2 [9, 12} 65%
20:2 (11, 14]
8. Oktadeca-6,9-diensdure 20:2 [8, 11] 70%
20:3 [5, 8, 11] ?
9. Oktadeca-6,9,12-triensidure  20:3 [8, 11, 14] 80%
10. Oktadeca-9,12,15-triensdure 20:3 {11, 14, 17] 10%
11. iso-Oktadeca-6,9,12- iso~ 20:3 [8, 11, 14] 60 %
triensdure
12. Oktadeca-8,11,14-triensdure 20:3 [10, 13, 16] 5%
13. Oktadeca-9, {2-diensiure 20:2 [11, 14] 25%
14, Eicosa-5,8, 11-triensdure 22:3[7, 10 ,13) 15%
15. Eicosa-8, 11, 14-triensiure 22:3 [10,13,16] 15%
22:4 (7, 10, 13, 16]
16. Eicosa-5,8, 11, 14-tetraensdure 22:4 [7, 10, 13, 16} 42 %
17. Oktadeca-6,9,12, 15~ 20:4 [8, 11, 14, 17] 65%

tetraensdure 20:5 1[5, 8, 11, 14, 17]

gungen werden gesittigte Fettsduren mit 14, 16 und
18 C-Atomen verlingert, wobei die Ausbeute mit
wachsender Kettenlinge abfallt (14:0>16:0>18:0).
Das gleiche gilt fiir die Ol- und Eicosensiure (18:1 >
20:1). Beiidentischem,,Carboxyl-Ende” [= CH (CH,),-
COSCoA] ist die Kettenverlingerung unabhingig von
der Zahl der Doppelbindungen und der Zugehérigkeit
zu einem bestimmten Polyensiure-Typ, d.h. unab-
hingig von der Struktur des Methyl-Endes. 18:2
[6, 9], 18:3 [6, 9, 12], 18:4 [6, 9, 12, 15] und iso
18:3 [6, 9, 12] (terminale Isopropyl-Gruppe) werden
in fast gleicher Ausbeute kettenverlingert. Das Opti-

O@
40 Na[CHg-C=CH-CO0CzH,

/\/\/_\/\/_\/\/\n/\c 0C2H5

Mitochondrienbruchstiicke fithrt zum ® |NaBHq
Umsatz auch der »(+)-Form, da iiber @ |OH®
die 3-Hydroxyacyl-CoA-Epimerase das /0
D (—)-Enantiomere aus dem Gleichge- M/V\A’Y\C ~0H
wicht entfernt wird. Cetig CoASH
Das von SeuBERT und LYNEN [26] be- WCOOC% = —0 ; = CNSCOA
schriebene reduzierende Enzym und die ’ HOADH + EPIMERASE ! o
von Porjak [27] sowie von MATTHES NAD® NAD *HOADH
und CHATROFF [28] in der mikrosomalen o 40
Fraktion beschriebene Enoyl-CoA-Re- /WWCNSCOA /W_VmCNSC(’A
duktase sind mdglicherweise eine Teil- NADH +H0 DL N A0
enzymaktivitit des kettenverlingern- /WVWCNSCOA
den Multienzyms. Somit werden bei dey o 40
Kettenverlingerung  langkettiger Acyl- L o Cr SCon WVW/Y\C OH
CoA-Ester die gleichen Stufen wie in dey Lo
de-novo-Synthese dey gesittigien Fett- N\/‘“/“F\/\/Y
sduven durchlaufen. 0
Tur Shezititit dey Keit : ANTNTNVAAAGL 0cH LiALH, ANSASAN CH0H

uy Spezifitd elte 73 S- '
7eakti0€¢ i 7 reersgenng 0 G lCHg QSOzCL//’}’r/dm
Die Spezifitdt des kettenverlingernden AN 22 ANV INAACH, -0~ S 0
Enzymsystems priiften wir in einer i, - COOH O
Reihe von Versuchen. 2¥™~COOH
Folgende Eigenschaften des Multi- g
enzymkomplexes gehen aus Tabelle4 "~V WNCO0H CHs

hervor: Unter gleichen Versuchsbedin-

49%

Fig. 4. Synthesen von Intermedisrprodukten der Kettenverlingerungsreaktion [25]
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mum der Linge des Carboxyl-Endes liegt bei n=
4 bis 5. Auch Modellsubstrate wie 16:2 [/, 10],
16:3 [4, 7, 10] werden in Gegenwart von einem oder
zwel Molen Malonyl-CoA zu Linol- (18:2 [9, 12]
y-Linolen- (18:3 [6, 9, 12]) bzw. Homo-y-Linolen-
siure (20:3 [8, 11, 14]) in hoher Ausbeute verldn-
gert (Fig.5). Damit ist erwiesen, daB die tierische
Zelle zwar die Kohlenstoffkette, nicht jedoch das
Doppelbindungssystem der fiir sie essentiellen Fett-
siuren aufbauen kann. Wie im nichsten Abschnitt
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Fig. 5. Radiogaschromatographische Analyse des Fettsduremethyl-
ester-Gemisches nach Inkubation, 4 mit Hexadeca-7,10-diensdure,
B mit Hexadeca-4,7, 10-triensdure

gezeigt wird, besitzt die tierische Zelle keine En-
zymaktivitit fir die Einfithrung einer olefinischen
Bindung zwischen terminaler CHy-Gruppe und Koh-
lenstoffatom 9 (von der Carboxylgruppe aus gezihlt).
Das haben auch KrenNk und IXFELD {29] avs in vivo-
Versuchen abgeleitet.

I1,. Die Olefinierungsreaktion

Als zweite Teilreaktion untersuchten wir die stellungs-
und stereospezifische Einfithrung cis-olefinischer Bin-
dungen.

Broomrieip und BrocH [30] haben erstmals die Be-
deutung des molekularen Sauerstoffs fiir die aerobe
Bildung der Palmitolein- und Olsdure aus der Pal-
mitin- und Stearinsdure beschrieben. Die aus Hefe
isolierte, an Partikeln gebundene ,,Desaturase fithrt
die cis-olefinische Bindung unabhingig von der Ket-
tenlinge der gesittigten Fettsdure-CoA-Ester stel-
lungsspezifisch stets zwischen C4—Cyq, von der Thio-
ester-Gruppe gerechnet, ein [31].

Bei der Olefinierung der Polyenfettsiuren [4] dagegen
bestimmen die schon im Molekiil vorliegenden Dop-
pelbindungen die Stellung der mneu einzufithrenden
Doppelbindungen. In der tierischen Zelle werden die
neven Doppelbindungen stets in das Carboxyl-Ende so
eingefithrt, dafl sie durch eine Methylen-Gruppe von
der vorhandenen Doppelbindung isoliert sind. Die unter-
schiedliche Stellungsspezifitdt der ,Desaturase’ und
unseres olefinierenden Enzyms spricht fiir zwei ver-
schiedene Enzymsysteme, welche die Reaktion mdg-
licherweise nach einem gleichen oder doch dhnlichen
Mechanismus katalysieren.

Naturwissensehaficn

Drei Reaktionstypen kénnten zur Bildung einer homo-
allylstdndigen Doppelbindung fihren:

1. eine Dehydrogenase-Reaktion,
2. eine Oxygenase-Reaktion,
3. eine Oxydase-Reaktion.

Die Einfihrung von olefinischen Bindungen durch eine Dehydro-
genierungsreaktion wird durch Flavoproteide katalysiert, die zu
Doppelbindungen in Konjugation zu funktionellen Gruppen mit
negativem induzierendem Effekt (Carbonyl-, Thicestergruppen, Dop-
pelbindungen) fithren. Bei den Polyenfettsiuren dagegen wird die
neu einzufithrende Doppelbindung homo-allylstindig zur schon vor-
handenen Doppelbindung eingefiihrt.

Bei einer Oxygenase-Reaktion wird der aktivierte Sauerstoff unter
Mitbeteiligung von Elektronendonatoren, meist redunzierten Pyri-
dinnucleotiden, in das Molekiil in Form einer Hydroxyl-Gruppe
eingefiihrt [32]. In einer hypothetischen Folgereaktion kénnte dann
durch Dehydratisierung eine cis-olefinische Bindung gebildet wer-
den. Fiir diese Gruppe von Epzymen, die gleichzeitig molekularen
Sauerstoff und einen Elektronendonator benétigen, hat Masoxw [33]
den Begriff ,,mixed function oxidases'* gepragt.

Bei einer Oxydase-Reaktion dient der aktivierte Sauerstoff selbst
als unmittelbarer Elektronenakzeptor. Der Wasserstoff wird stel-
lungsspezifisch vom Molekiil entfernt, ohne daB Intermedlarpro-
dukte faBbar sind [32].

Unsere Kenntnisse iiber den Elektronentransport in der Membran
des ' endoplasmatischen Retikulums sind noch unvollstindig. Die
von Masox und Mitarb. [34] und von OmURA et al. [36] schematisch
skizzierten Elektronentransportketten erfassen nicht alle inzwischen
aus der mikrosomalen Fraktion isolierten Redoxsysteme. So ist die
von SATo et al. [86, 37] beschriebene NADPH-Oxydase, die Naph-
thochinon bend&tigt, nicht eingeordnet worden; tiber die Bedeutung
der in Mikrosomen vorkommenden Ubichinone [38] weil man noch
nichts. Auch unsere Kenntnisse iiber die funktionelle Bedeutung der
mikrosomalen Cytochrome (Cytochrom bz und Cytochrom P-450 =
Reticulochrom) und des mikrosomalen nicht-haem-gebundenen
Eisens sind gering.

Wir haben versucht, mit Hilfe von hemmenden Sub-
stanzen und Modellverbindungen einen Einblick in den
Mechanismus der Olefinierungsreaktionen bei der
Biosynthese der Polyenfettsiuren zu gewinnen [105,
11]. Die Polyenfettsiuren liegen als -stindige Acyl-
komponenten in den Glycerophosphatiden der tieri-
schen Zellmembranen vor [39]. Wir untersuchten da-
her weiter, ob die Olefinierungsreaktion an den freien
wasserléslichen Acyl-CoA-Estern stattfindet oder ob
die Polyenfettsiure bei dieser Reaktion als -Acylkom-
ponente des Phospholipoid-Molekiils strukturgebun-
den ist.

Enzymatische Untersuchungen mit Eicosa-8,11, 14-
triensdure

Die Olef1n1erungsreakt10n studierten wir an dem letzten
Schritt in der Biosynthese der Arachidonsdure, der
Umwandlung der Eicosa-8,11,14-triensdure (20:3
[8, 11, 14] Homo-y-Linolensiure) in Eicosa-5,8,11,14-
tetraensiure (20:4[5, 8, 11, 14], Arachidonsiure)
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Dazu verwendeten wir (1-14C) Eicosa-8, 11, 14-triensdure [18]. Die
einzelnen Zellfraktionen von Rattenleber wurden nach SIEKEVITZ
[40] isoliert. Bei den Aktivierungs- und Hemmversuchen wurden die
Mikrosomen mit den zu testenden Substanzen vorinkubiert, Kata-
lage und Peroxydase wurden unmittelbar vor Versuchsbeginn zu der
Mikrosomensuspension pipettiert, bevor das Substrat Homo-y-
Linolensdure und die verschiedenen Coenzyme dem Reaktionsan-
satz zugegeben wurden. Nach der Inkubation wurden die Fettsau-
ren isoliert. Die Umwandlung der eingesetzten Homo-y-Linolensdure
in Arachidonsiure wurde radiogaschromatographisch entweder durch
Analyse des Pettsiuremethylester-Gemisches oder der Dicarbon-
saure-dimethylester nach der oxydativen Ozonidspaltung der Fett-
siuren bestimmt, wobei aus dem Verhiltnis der Radioaktivititen
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in der Kork- und Glutarsiure die Umwandlungsrate in Arachidon-
siure berechnet wurde. Das olefinierende Enzymsystem ist, wie be-
reits frither beschrieben wurde, bei der iiblichen Zellfraktionierung
der Rattenleber in den Mikrosomen lokalisiert. Mitochondrien und
105000 g-Uberstand (vor und nach Hitzedenaturierung des Proteins)
erhShen die enzymatische Aktivitit der Mikrosomen nicht.

Als kritisch erwies sich die Fettsdurekonzentration. Bei Xonzentra-
tionen gréBer als 10-¢*molar sank die Ausbeute der Reaktion
{0,5°107*M 18%; 1-107%16%; 2,5:107%11%; 5-1072 8 %).

20 bis 30% der Homo-p-Linolensdure wurden enzyma-
tisch in Arachidonsdure umgewandelt. Da die Enzym-
aktivitit der jeweils frisch priparierten Mikrosomen
schwankte, analysierten wir bei allen Inkubationsver-
suchen mit aktivierenden oder hemmenden Substan-
zen gleichzeitig zwei Inkubationsansitze ohne Zugabe
dieser Faktoren. Die Ausbeuten in der Tabelle 2 sind
jeweils auf diese Standardinkubationen (=100%) be-
zogen.

Tabelle 2. Inkubationsversuche mit Cofaktoren und Hemmsubstanzen
der Olefinierungsreaktion

Zusitze Konz. (M/1) rel. Ausbeute
FAD 1073 80 %
Atebrin 10— 44 %
Vitamin K, 10~¢ 100 %
Ubichinon (0) 10 100 %
Methylenblau 10-® 44 %
Dichlorphenolindophenol 10-5 73 %
Tetrahydrofolsaure 5-10-¢ 100 %
Dihydrobiopterin 10~ 100 %
Ascorbinsaure i0—3 32%
FeSO, 102 28%
Ascorbinsiure + FeSO, je 108 43 %
KCN 103 25%
NaNj, 10-3 28%
o-Phenanthrolin 102 17 %
Athylendiamintetraacetat 10-3 16%
p-Chlormercuribenzoat 1073 14 %
Katalase 0,8 10*IA/Ansatz 66 %
Peroxydase 200y /Ansatz 25%

Versuche in vitro mit Rattenlebermikrosomen zur Aktivierung und
Hemmung der Olefinjerungsreaktion (Umwandlung von Eicosa-
8,11, 14-triensdure in Eicosa-5,8,11,14-tetraensiure). Jeder Inku-
bationsansatz enthielt auBer den angegebenen Zusitzen in einem
Gesamtvolumen von 2 mli: 0,2 yMol Ammoniumsalz der Eicosa-
8,11,14-triensdure; 10 uM ATP; 10 uM MgCly; 0,2 uM CoA; 10 pM
Cystein; 10 mg Mikrosomenprotein; 200 uM Kaliumphosphatpuffer,
pH 7,4; 2 M NADP; 20 pM Glucose-6-phosphat; 3 IE Glucose-6-
phosphat-Dehydrogenase.

Wie weit NADPH die Olefinierungsreaktion beein-
fluBt, hingt von der Mikrosomenpriparation ab; bei
einigen Versuchsreihen stimulierte es die Reaktion
deutlich, bei anderen blieb die Ausbeute der Reaktion
mit und ohne NADPH gleich. Sauerstoff ist fir die
Reaktion unbedingt erforderlich: fithrt man die Reaktion
unter anaeroben Bedingungen durch, so sinkt der Um-
satz auf 25% der Ausgangsaktivitit des Enzyms ab.
Elektronenakzeptoren kénnen den Sauerstoff nicht er-
setzen.

Die Ergebnisse unserer Versuche zur Aktivierung und
Hemmung der Olefinierungsreaktion zeigt Tabelle 2.
Nach diesen Ergebnissen 1Bt sich eine Dehydroge-
nierungsreaktion ausschiieBen: FAD, Vitamin K,
Ubichinon (0) und kiinstliche Elektronenakzeptoren
wie Methylenblau und Dichlorphenolindophenol sti-
mulieren die Olefinierungsreaktion nicht, sondern
fithren (z.B. Methylenblau) zu einer teilweisen Fem-
mung der Aktivitit. Der EinfluB des Atebrins®, das
viele Flavoproteide kompetitiv hemmt [41, 42], ist
zu gering, als daBl man daraus auf die Beteiligung
eines Flavoproteids schliefen kénnte.

625

Wir priiften ferner, ob die neu einzufiithrende Doppel-
bindung nach dem Mechanismus einer Dehydroge-
nierungsreaktion in Konjugation zur schon bestehen-
den Doppelbindung eingefithrt und anschlieBend evtl,
zur Homo-Allylstellung isomerisiert wird. Wie am
System Penta-1,3-dien—>Penta-1,4-dien gezeigt wurde
[43], besitzen konjugierte Diene (1,3-Systeme) gegen-
fiber den durch eine -CH,-Gruppe isolierten Dienen
{1,4-Systeme) eine hohere Stabilisierungsenergie. Durch
Totalsynthese stellten wir (1-14C)-Octadeca-7¢,9c,
12c-trien- und Octadeca-7t, 9c, 12c-triensinre dar
[11]. Mit diesen Substraten konnte der experimentelle
Beweis gegen einen solchen Mechanismus erbracht
werden.

Unsere Befunde machen es unwahrscheinlich, da8 bei
der Olefinierungsreaktion durch eine Oxygenase hy-
droxylierte Intermedidrprodukte gebildet werden, die
durch Dehydratisierung zu einer cis-Doppelbindung
fihren. Ein Intermedidrprodukt in Form einer Hy-
droxysdure oder einer polaren Verbindung wurde
nicht gefunden. Weder 105000 g-Uberstand, noch
Dihydrobiopterin, - noch: Tetrahydrofolsiure, die bei
der Hydroxylierung von aromatischen Aminosiuren
beteiligt sind [32], stimulieren die Reaktion. Ascorbin-
sdure [44—46], Eisensulfat [47] (Schwermetall-
Effekt?) oder Eisensulfat und Ascorbinsiure hemmen
die Olefinierungsreaktion.

In den letzten Jahren haben mehrere Forscher [35]
zeigen konnen, daB das Cytochrom P-450 (= Reticulo-
chrom) bei vielen ,,mixed function oxidase‘‘-Reak-
tionen den molekularen Sauerstoff aktiviert. CO hemmt
diese Reaktionen. Die CO-Hemmung lieB sich durch
Licht auftheben. Das Maximum des photochemischen
Wirkungsspektrums lag bei 450 mp. Cytochrom P-450
konnten wir als Cofaktor ausschlieBen, da verschiedene
COJO,-Gemische keinen EinfluB auf die Olefinierungs-
reaktion hatten. Uber die Funktion von Cytochrom
b; wissen wir nichts, da uns spezifische Inhibitoren
fehlten.

Bemerkenswert ist die starke Hemmung der Olefinie-
rungsreaktion durch o-Phenanthrolin, Athylendiamin-
tetraacetat und Cyanid, die Fe?*-Ionen komplexieren,
und durch Peroxydase. Die starke Hemmung der Ole-
finierungsreaktion durch Chelat-Bildner -mit Fe2+-
Tonen weist auf eine mogliche Aktivierung des mole-
kularen Sauerstoffs durch Fe?**-Ionen unter Bildung
von Fe**0,~ (Perferryl-Ionen) hin [48], die die Elek-
tronen des Substrats an der Enzymoberfliche direkt
abstrahieren kdnnten. Die Bildung eines terndren Kom-
plexes Enzym-Fe’*+Qy~-Polyenfettsiure-CoA-Ester konn-
te besonders durch die Metall-n-Komplex-Bindung des
Fe3* mit dem olefinischen System der Polyenfettsiure
gefbrdert werden.

Enzymatische Untersuchungen mit (1°4C )-Eicosa-8,11,
14-triensiure als B-Acylkomponente des Lecithins

Lecithin mit (3H) Palmitin- (30%) und Stearinsiure
(70%) in o-Stellung und (1-4C)-Eicosa-8,11, 14-trien-
sdure in f-Stellung wurde synthetisch dargestellt:
Sojalecithin wurde mit Lecithinase A hydrolysiert,
das gereinigte Lysolecithin wurde in 3H-Atmosphire
katalytisch hydriert. Der Cadmiumchlorid-Komplex
des hydrierten Lysolecithins [49] wurde mit (1-14C)-
Eicosa-8,11, 14-trienoylchlorid in 30%iger Ausbeute
acyliert [60]. Saulenchromatographie fithrte zu reinem
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3H—14C markiertem Lecithin mit einem *H/*C-Ver-
hiltnis von 9,35.

Durch Ultraschallbehandlung in der Kilte wurde das
Lecithin in Phosphatpuffer micellar geldst und mit der
dann zugegebenen Mikrosomensuspension durch er-
neutes Beschallen durchmischt. Parallele Ansitze ent-
hielten markiertes Lecithin mit und ohne Zusatz eines
NADPH-bildenden Systems. Nach der Inkubation
-wurde das extrahierte Lipoidgemisch an Kieselsdure
getrennt [51]. Das 3H/“C-Verhidltnis im isolierten,
diinnschichtchromatographisch reinen Lecithin betrug
0,3 und war praktisch identisch mit dem des inkubier-
ten Lecithins. Spaltung des Lecithins mit Lecithi-
nase A fihrte zur Freisetzung der f-stindigen Acyl-
gruppe als freie Fettsdure, die durch Chromatographie
an Kieselsdure vom Lysolecithin getrennt wurde.
Radiogaschromatographie der Fettsduremethylester
und der Dicarbonsiure-dimethylester nach oxydati-
ver Ozonolyse zeigte, daB eine Umwandlung der im
Lecithin B-stindigen Eicosa-8,11,14-triensdure in Ei-
cosa-5,8,11, 14-tetraensiure nicht stattgefunden hatte.
Bei einer Parallelinkubation mit dem Ammoniumsalz
der 20:%[8, 11, 14]-Sédure als Substrat der Olefinie-
rungsreaktion konnten wir mit der gleichen Mikro-
somensuspension unter den oben beschriebenen Be-
dingungen eine Umwandlung von 14 % in 20:4 (4, 8, 11,
14}-Séure ermitteln.

Die olefinischen Bindungen werden nur homoallylstin-
dig zu einer vorhandenen Doppelbindung in das Carb-
oxyl-Ende des Polyensduremolekiils eingefithrt. Das
Methyl-Ende und das Doppelbindungssystem bleiben
véllig unangetastet. Die oft diskutierte Biokydroge-
nierung von cis-olefinischen Bindungen in der Alkan-
kette entbehrt nach unseren Befunden jeglicher ex-
perimentellen Grundlage. Damit ist gleichzeitig auch
der Ubergang einer Fettsdure vom Ol-, Linol- oder
Linolensiure-Typ in einen anderen Typ ausgeschlos-
sen [4].

Das kettenverlingernde Enzymsystem und das- ole-
finierende Enzym sind auf der ER-Membran ange-
ordnet. Ferner sind hier die Transacylasen, die die
gesittigten und ungesittigten Acyl-Reste auf das 1-3-
Glycerophosphat oder Lysolecithin tibertragen, zu fin-
den. Alles deutet darauf hin, dafl die ER-Membran die
Produktionsstitte ihrer eigenen Lipoidphase und jener
- der gesamten Zelle ist.

Die Funktion der Lipoide innerhalb der strukturge-
bundenen Enzyme von Lipoproteidstruktur ist unge-
klart.”

II1. Untersuchungen in vitro zur §-Oxydation
der ungesittigten Fettsduren

Die in vivo-Untersuchungen von Meap [52], BERN-
HARD [63], FREDRICKSON [§4] und KLENK [§5] iber
den Abbau der ungesittigten Fettsiuren, die auf der
Bestimmung der Abbaugeschwindigkeit einiger 4C-
markierter Fettsduren im Tierversuch durch Messung
des exspirierten, radioaktiven CO, beruhen, haben er-
geben, daB ungesittigte Fettsiuren offenbar so rasch
wie gesittigte Fettsiuren verbrannt werden. Um die
mit dem Tierversuch verbundenen Variablen zu eli-
minieren, bestimmten wir die Verbrennungsgeschwin-
digkeit einer groferen Anzahl 1-**C-markierter gesit-
tigter, einfach und mehrfach ungesittigter Fettsduren
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mit isolierten Rattenlebermitochondrien. Tabelle 3
macht deutlich, daB unabhingig von der Struktur und
dem essentiellen Charakter der Fettsiuren alle lang-
kettigen Fettsiuren grofenordnungsmifig im gleichen
Mafle abgebaut werden, eine Beobachtung, die schon
BERNHARD [63] durch Verfiitterung von Ol-, Linol-
und y-Linolensiure an fettfrei erndhrte Ratten machte.
Der von Fritz [55] und BREMER [66] beschriebene
stimulierende Effekt des Carnitins auf die §-Oxyda-
tion von Palmitinsiure in Mitochondrien ist auch fiir
diese Polyenfettsduren sehr deuntlich {Tabelle 3).

Tabelle 3. Oxydation ungesdttigier Fetisduren

Siuretyp eingesetzte 1-%C- mpMol Fettsdure oxydiert
markierte Fettsdure ohne Carnitin mit Carnitin
Gesiittigte Cy4 (Palmitinsdure) 29 47
Fettsdure
Olsgure-Typ  18:1 [9] (Olsaure) 15,3 49
18:2 6, 9] 40 52,5
20:1 [11] 12,7 34
Linolsdure- 18:2 [9, 12] (Linolsiure) 37 57
Typ 18:3 [4, 7, 10] 24 36
18:3 [6, 9, 12] (y-Linolensaure) 37 58
20:3 [8, 11, 14] 15 43
20:4 [5, 8, 11, 14] {Arachidonsaure) 29 43
Linolensdure- 18:3 [9, 12, 15] 59 95
Typ («-Linolensdure}
is0-18:3 [6, 9, 12] 31 80

Alle diese Untersuchungen gehen aber von der bisher
unbewiesenen Voraussetzung aus, daB das in Freiheit
gesetzte 1¥CO, ein Indikator fiir die volistindige Ver-
brennung der langkettigen Fettsduren sei. Um das zu
priifen, synthetisierten wir doppelt markierte Stearin-,
Linol- und Arachidonsiure, ®H im Methyl-Ende und
14C in der Carboxyl-Gruppe, mit einem bestimmten
Verhiltnis der Isotopen im Molekiil. Die Sduren wur-
den an Ratten verfiittert. Nach 4 bis 7 Std, in denen
etwa 25—30% der verabreichten Radioaktivitdt als
exspiriertes CO, aufgefangen wurde, isolierten wir die
Leberlipoide und aus diesen die entspr. Fettsduren
(priparative Dtinnschichtchromatographie, Gaschro-
matographie) und bestimmten erneut das Isotopen-
Verhiltnis 3H/14C. Wie aus Fig. 6 hervorgeht, besalen
die isolierte Linol- und Arachidonsdure innerhalb der
Fehlergrenze das gleiche Isotopen-Verhiltnis wie die
Ausgangssiuren. Die Abweichungen der Stearinsdure
sind auf eine de-novo-Synthese aus dem Acetat-Pool
zuriickzufithren.

Aus diesen Versuchen folgern wir: ein partieller Abbau
und Wiederaufbau der ungesittigten Fettsduren fin-
det nicht statt. Ist die Fettsdure einmal am Multien-
zym der f-Oxydation, so kommt es zum vollstdndigen
Abbau des Molekiils.

Die enzymatischen Reaktionen der -Oxydation der
gesittigten Fettsduren wurden durch die Arbeiten
Lynens und seiner Mitarbeiter sowie GREENs und
seiner Mitarbeiter aufgeklirt. Sie werden heute im -
Oxydationszyklus zusammengefa3t.

Die im tierischen Organismus vorkommenden Ge-
samtfettsiuren enthalten gesittigte und ungesittigte
Fettsauren zu etwa gleichen Teilen. Das gesittigte
Carboxyl- und nach dem Abbaun des allcis-Doppel-
bindungssystems das Methyl-Ende der ungeséttigten
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Verfiilterte Fettsiure spez. Aktivitat SH/C  Isolierie Fettsiuremethylester 3H/C nach Dau- sH-DNPH-
ZpM/juMol benabbau Aldehyd
spez. Aktivitit SH-RCOOH *C-Dicar-
ZpM/uMol CsH;-“COOH bonsiure
20:4 [5, 8, 11, 14] H 3,20-10° 8 20:4 (5, 8, 11, 14] sH 2,45-10% 7,98 8,05 7,95
(Arachidonsiure) 14C 4,00-10° (Arachidonsiure) 1C 3,07-10%
18:2 [9, 12) 3 2,10-10° 5,9 18:219,12] °H 8,75-10% 5,91 5,88 5,94
{Linolsaure) HC 3,56-10° {Linolsiure) MC 1,47-40%
20:4 [5, 8, 11, 14] 3H 1,18-10% 5,92 — 5,96
(Arachidonsiure) uC 2,00-108
s SH 2,10-10° 5,9 s SH 2,52-10° 5,66 5,78 —
(Stearinsiure) uC 3,56-10° (Stearinsiure) UG 4,45-10¢
18:1 [9] SH 3,98-10* 5,65 — —
(Olsdure) uc 7,05-108
H,

N AV VN eV

Fig. 6. Versuche in vivo mit doppelt (3H, 14C)-markierten Fettsduren
Fettsiuren erfolgt zweifellos iiber den bekannten Zyklus.
Welche Reaktionen laufen jedoch am Doppelbindungs-
system dieser Verbindungen ab? -

Nach dem Abbau des Carboxyl-Endes der Olsdure
tritt intermediir Dodecen-3 c-oyl-CoA, der Linolsdure
das Dodeca-(3 ¢, 6¢)-dienoyl-CoA und weiter Octenoyl-
-2c-CoAauf (Fig.7). Ganzallgemein betrachtet entstehen
im Verlauf des Abbaus einer jeden Polyenfettsiure alter-
nierend f, y-cis und «, §-cis-Enoyl-CoA-Ester als Inter-
medidrprodukte, gleichgiiltig ob 2, 3 oder bis zu 6 cis-
olefinische Doppelbindungen im Molekiil vorhanden
sind. Die Schliisselprobleme der $-Oxydation der un-
gesittigten Fettsiuren miinden somit in der Frage:
Welche Reaktionen laufen an cis-8, y- und cis-x, f-
Enoyl-CoA-Estern ab?

0

0
STAAATANAS sTo I \/\/\/\/=~\/C"/{3m
Oley/~CoA Dodecen— 3¢ ~ay/~CoA

//0__ -2 (s //O__.
ANV EAAA 00 e AV CVSC0A
Linoly/~CoA Dodkcafen-(3¢6¢)~

20, oy/-CoA
AN CSToA

Ocfen- 2¢ —oy/~CoA

Fig. 7. cis-8,y-(4®) und cis-a,-8(42)-Enoyl-CoA-Intermediirprodukte
im oxydativen Abbau der Ol- und Linolsiure '

Enzymatische Reaktionen an B, y-cis-Enoyl-Coenzym
A-Estern

Nach STERN [57] und WaxkiL [58] sollte die Croto-
nase, die jetzt als A%Enoyl-CoA-Hydratase bezeich-
net wird, in der Lage sein, diese Zwischenprodukte in
den bekannten Zyklus einmiinden zu lassen. Die Cro-
tonase sollte sowohl cis-trans- und Stellungsisomerisie-
rungen und weiterhin Racemisierungen katalysieren.
Die experimentellen Grundlagen fiir diese Aussagen
waren sehr unzuldnglich. Wir untersuchten zunichst
die an cis-f,y-ungesittigten CoA-Estern ablaufenden
Reaktionen. Wir synthetisierten [8] die beiden ge-
nannten Intermedidrprodukte sowie andere Modellver-
bindungen. Mit diesen cis-f,p-ungesittigten Inter-

H“*COOH

medidrprodukten des Ol- und Linolsiure-Abbaus priif-
ten wir, ob die kristalline Crotonase diese Substrate
zu hydratisieren vermag.

Aus Fig. 8 geht hervor, daB die beiden cis-8,y-unge-
sittigten Substrate von der Crotonase nicht hydrati-
siert werden. Andererseits jedoch gelang die Hydrati-
sierung mit Rattenleberhomogenat mit der gleichen
Crotonase-Aktivitit.

O
0751 b
r /+/
- ///
i .
a T 7
Eq70+ V.
8 | /
Ll | A
4
-/
| £F
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0 7 2 J 4 5 [ 7 & min

Fig. 8. Kinetik der Hydratisierung von Dodecen-3c-0yl-CoA (—)
und Dodecadien-(3c, 6c)-0yl-CoA (---), 4 krist. 42-Enoyl-CoA-
Hydratase (Crotonase), B Mitochondrienprotein [65—80 %
(NH,), SO, Sitt.]

Diese Enzymfraktion ist allein in den Mitochondrien
vorhanden. Wir nahmen zunichst eine spezifische
Hydratase an. Es zeigte sich aber sehr bald im Ver-
lauf der weiteren Enzymanreicherung und nach der
vollstindigen Entfernung der Crotonase-Aktivitit, daB
wir aus Rattenlebermitochondrien ein Enzym anrei-
cherten, das eine Stellungsisomerisierung und gleich-
zeitig eine geometrische Isomerisierung katalysiert, In
der Fig. 9 ist die Kinetik der Stellungsisomerisierung
im optischen Test wiedergegeben.

Durch die in Konjugation zur Thioester-Gruppe auf-
tretende Doppelbindung kommt es zur Ausbildung der
spezifischen Absorption bei 263 my. [69], die bei der
anschlieBenden Hydratisierung durch Crotonase wie-
der verschwindet. Der spektroskopische Test erlaubt
die Messung der Kinetik und erfaBit die Stellungsiso-
merisierung, nicht jedoch die Form des geometrischen
Isomeren. Diese sowie das Gleichgewicht der Reaktion
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koénnen sehr elegant auf den folgenden Wegen be-
stimmt werden: 1. cis-, trans- sowie die Stellungsiso-
meren eines Homologen lassen sich gaschromatogra-
phisch exakt trennen. Fig. 10 gibt die Trennung des
Substrates und Produktes der Isomerisierungsreaktion
nach der Veresterung wieder.

Aseis. - A2eis. gnd A2=syngesittigte Methylester kon-
nen an Kieselgel-Silbernitrat-Platten getrennt werden.
So isolierten wir das Reaktionsprodukt einer enzyma-
tischen GroBinkubation und bestimmten die trans-
Konfiguration der «, f-Dodecensdure durch IR-Spek-
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Fig. 9. Kinetik der Isomerisierung und der Hydratisierung von
A Nonen-(3¢)-0yl-CoA, B Dodecen-3c-oyl-CoA, C Dodecadien-
(3¢, 6¢)-0yl-CoA. — Zugabe der 42-Eonyl-CoA-Hydratase
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Fig. 10, 43¢is—gstrans Enoyl-CoA-Isomerase-Reaktion. Ordinate:

Radioaktivitit (%)

troskopie. Wir bezeichneten die Isomerase wegen ihrer
spezifischen Reaktion als A%#-A%m-Enoyl-Cod-Iso-
merase. Die Michaelis-Konstanten aller untersuchten
Substrate wurde zu 5-10~¢M bestimmt. Die /3trrs-
Dodecenoyl-CoA-Verbindung besa3 eine etwa 10mal
groBere Michaelis-Menten-Konstante. Die Isomerase
weist keine Spezifitit fiir die Kettenlinge, jedoch eine
sehr ausgepragte fiir die A%*-Konfiguration auf. Das
pH-Optimum der Isomerase liegt bei pH 7-9. Das En-
zym ist kein SH-Enzym. pCMB hemmt die Reaktion
erst in §5-10—4M zu 20%, Jodacetamid in 10*M und
N-Athylmaleinimid in 10-3M hingegen gar nicht.

Von besonderem Reiz war der dieser Stellungs- und
geometrischen Isomerisierung zugrunde liegende Me-
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chanismus. Die von LyNEN [60] entdeckte Isopen-
tenyl-pyrophosphat-Isomerase, die das Gleichgewicht
zwischen Isopentenyl-Pyrophosphat und Dimethylal-
lyl-Pyrophosphat einstellt, ist ein SH-Enzym. Nach
LyNEN wire eine Stellungsisomerisierung iiber die
Addition einer Enzym-SH-Gruppe an die Doppelbin- -
dung unter Thiodtherbindung zum Enzym und an-
schlieBender Eliminierung moglich. Da unser Enzym
gegen SH-Reagenzien unempfindlich ist, schied ein
solcher Mechanismus aus. Wir gingen zunidchst der
Frage nach, ob das an C, addierte Proton aus dem
Wasser stammt oder ob eine direkte Wasserstoff-Uber-
tragung von C, auf C, stattfindet. Wir lieflen die Reak-
tion in T,0 ablaufen und bestimmten dann quantita-
tiv die Aufnahme von Protonen ins Molekiil. Die ge-
ringe in das Produkt inkorporierte Radioaktivitit war
identisch mit der im Blindversuch in nicht enzymati-
scher Reaktion eingebauten Radioaktivitit und diirfte
aus der Sidure-Basenbehandlung bei der Aufarbeitung
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Fig. 11. Hydratisierung von «, g-Enoyl-CoA-Estern. I Kinetik der
Hydratisierungsreaktion
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4 Dodecen-2¢c-0yl-CoA; B Dodecen-2t-0yl-CoA. — II Gaschro-
matographische Analyse des Inkubationsansatzes

der Inkubationsansitze zuriickzufiihren sein. Wir
nehmen auf Grund dieser Versuche eine direkte
Wasserstoff-Ubertragung von C, auf C; an.
Zusammenfassend. cis-,y-Enoyl-CoA-Ester, die als
Inteymedidivprodukie im oxydativen Abbau der unge-
séttigten Fettsiuren entstehen, werden durch gleichzeitige
Stellungs- und geometrische Isomerisierung durch die
At A2as Eyoyl-CoA-Isomerase in den trans-, b-
Enoyl-CoA-Ester umgelagert.

Engymatische Reaktionen an langkettigen o, f-cis-Enoyl-
Coenzym A-Estern

Die zweite Frage ist die nach den an den cis-u,3-
Enoyl-CoA-Estern ablaufenden Reaktionen. Nach
unseren Untersuchungen hydratisiert die Crotonase
langkettige cis-o,f-ungesittigte CoA-Ester, wie dies
aus der Fig. 11 hervorgeht. Cis-o,f-Dodecenoyl-CoA
ist das Substrat der hier wiedergegebenen Hydrati-
sierungs-Reaktion.

Im oberen Abschnitt ist die Kinetik der Hydratisie-
rung, im unteren die gaschromatographische Analyse
nach Einstellung des Gleichgewichtes angegeben. Es
stellte sich die Frage, welche optische Konfiguration
das entstandene g-Hydroxy-lauroyl-CoA besitzt.
Nachdem die chemische Trennung der racemischen
3-Hydroxylaurinsdure in die optischen Antipoden tiber
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die diastereomeren a-Phenylithylammonium-Salze ge-
lang, konnten wir zeigen, dafl die 3-Hydroxyacyl-CoA-
Dehydrogenase keine Kettenldngen-Spezifitat, wohl
aber eine absolute Spezifitit fur den 1.(-+)-Antipoden
der Coenzym A-Ester auch der langkettigen 3-Hy-
droxysduren aufweist. Mit Hilfe des b (—) 3-Hydroxy-
-lauroyl-CoA-Esters konnten wir in Rattenleber-
Mitochondrien eine Epimerase nachweisen und dann
etwa 50fach anreichern. Die Kinetik der Epimerase-
Reaktion kann im optischen Test leicht verfolgt wer-
den (Fig. 12).

In Gegenwart von NAD+ dehydrogeniert die HOADH
das 3-Hydroxy-lauroyl-CoA nicht. Erst nach Zu-
gabe der Epimerase lduft die Dehydrogenierung quan-
titativ ab, da die Epimerase laufend den r(+4)-Anti-
poden fiir die Dehydrogenierungsreaktion liefert, der
unter den Bedingungen des optischen Tests quantita-
tiv aus dem Gleichgewicht entfernt wird.
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Fig. 12. Epimerisierung und Dehydrogenierung des b{—)-3-Hy-
droxylauroyl-CoA. [p{—)-f-Hydroxylauroyl-CoA 4 NAD+--g-Hy-
droxyacyl-Dehydrogenase.] | p{~)-g-Hydroxyacyl-CoA-Epimerase

Produktisolierung nach einer priparativen Inknba-
tion und die Bestimmung der optischen Drehung er-
gab, dal} die Epimerase die D(—)-Form vollstindig
racemisiert. Diese Epimeraseaktivitit ist nicht der
Crotonase zuzuschreiben.

Die chemische Synthese der cis-«,f-Enoyl-CoA-Thio-
ester fiber die gemischten Anhydride fithrt stets zur
teilweisen cis-trans-Isomerisierung, deren Ausmal
nach der Hydrolyse des CoA-Esters durch quantita-
tive Gaschromatographie ermittelt werden kann.
Hydratisiert man, wie in Fig. 13 gezeigt ist, Dodecen-
2¢-0yl-CoA, das 30% trans-Isomeres enthilt, mit der
Crotonase, so werden beide, das trans- und das cis-
Isomere, zur p-Hydroxylauroyl-CoA hydratisiert.
SchlieBt man an die Hydratisierung die Dehydroge-
nierung mit HOADH und NAD* an, so beobachtet
man nur eine Bildung von NADH, die quantitativ
dem trans-Anteil im Substrat entspricht. Erst die Zu-
gabe der Epimerase fithrt zur vollstindigen Dehydro-
genierung des Substrates. Diese Reaktion wnrde mit
Substraten verschiedener Kettenlinge ausgefiihrt. Die
Epimerase weist keine Kettenlingenspezifitat auf. So
wie die A3s-A2trans Eyoyl CoA-Tsomerase ist auch die
D(—) f-Hydroxyacyl-CoA-Epimerase in den Mito-
chondrien lokalisiert.

Somit ergibt sich: cis-a,f-Enoyi-CoA-Verbindungen,
die zweite Gruppe von Intermedicivprodukien im bio-
logischen Abbaw hochungesiittigier Fettsiuren, werden
an der Crotonase zum D (—)-Antipoden der 3-Hydroxy-
acyl-Cod-Verbindung hydratisiert und anschliefend
zum L(4-) Amntipoden an der D(—)-3-Hydroxyacyl-
CoA-Epimerase epimerisiert. Deéer L(4)-Antipode ist
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wieder ein Produkt, iiber das der AnschluB an das
Enzymsystem des schon bekannten p-Oxydations-
zyklus gewonnen wird.

Beide Enzyme sind in den Mitochondrien der Leber
sowie in den Mitochondrien der in Tabelle 4 aufge-
fithrten Organe nachgewiesen worden. Das Vorkom-
men der beiden Enzyme ist nicht nur auf die tierische
Zelle beschrankt, sondern konnte auch in niedrigeren

o6ka L H96

o7k A H97

1 ] ] [ 1
0 20 %0 60 80 100 120 140
min

Fig. 13. Hydratisierung und Epimerisierung von Dodecen-2¢-
oyl-CoA. 4 —+Zugabe von 42-Enoyl-CoA-Hydratase, B—»Zugabe
von 3-Hydroxy-acyl-CoA-Dehydrogenase, C—Zugabe von 3-Hy-
droxyacyl-CoA-3-Epimerase

Organismen wie Phycomyces Blakeslecanus und New-
rospora crassa nachgewiesen werden. Dies weist auf
die Allgemeingtiltigkeit der oben beschriebenen Me-
chanismen beim Abbau des Doppelbindungssystems
der ungesittigten Fettsduren hin.

Tabelle 4. Verteilung dey A3CiS- A0S Enoyl-Cod-Isomerase und der
3-Hydroxy-acyl-CoA-Epimerase in den Organen der Ratie. Spes. Akti-
< vitdt in nMol- min~t. mg?

Organ Leber Niere Herzmuskel Gehimn
spez. | Isomerase 260 64 ©52 4
Akt. | Epimerase 146 23 64 2

Die hier geschilderten Reaktionen und Enzyme, die
im Verlauf der §-Oxydation der groBen Gruppe der un-
gesittigten Fettsiuren fiir den Abbau der Doppel-
bindungssysteme eingeschaltet sind, machen eine
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Fig. 14. p-Oxydation von allcis-Doppelbindungssystemen in unge-
sattigten Fettsduren
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Erweiterung des bisher bekannten und auf die gesit-
tigten Fettsduren beschrinkten §-Oxydationszyklus er-
forderlich. Fig. 14 faBt die Reaktion eines solchen er-
weiterten Reaktionszyklus am Beispiel des Abbaus der
Linolsdure zusammen.

Ich mochte meinen besonderen Dank meinen Mitarbeitern Dr.
DrirzeR, Dr, CArsar und Dr. ScHIEFER fiir ibre begeisterte Mitarbeit
bei der- Bearbeitung der geschilderten ProblemKreise aussprechen, —
Die Arbeiten wurden durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft
und das Bundesministerium fiir wissenschaftliche Forschung gro8-
ziigig unterstiitzt.
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Eingegangen am 18. April 1966

der Max-Planck-Gesellschaft zur Férderung der Wissenschaften e.V.

fiir die Zeit vom 1. 1. 1964 bis 31. 12. 1965

AnliBlich der Festversammlung der Max-Planck-Ge-
sellschaft in Frankfurt/Main gab der Prisident, Pro-
fessor Dr. ADOLF BUTENANDT, Miinchen, am 23. Juni
1966 unter anderem eine Ubersicht iiber die Bemii-
hungen zur Neugriindung und Weiterfithrung der
Institute der Gesellschaft. Er fithrte aus:

.,Im Berichtsjahr (1965) ist es uns endlich gelungen,
den seit vielen Jahren verfolgten Plan zu realisieren,
zwei neue getsteswissenschaftliche Institute in unsere
Gesellschaft aufzunehmen: In Freiburg/Br. griindeten

wir das Max-Planck-Institut fiir ausldndisches und

internationales Strafrecht unter der Leitung von Pro-
fessor Dr. Hans-HEINRICH JESCHECK und in Miin-
chen das Max-Planck-Institut fiir auslindisches und

internationales Patent-, Urheber- und Wettbewerbs-
recht unter der Leitung von Professor Dr. EUGEN
ULMER.

Schon in den Vorjahren, auf den Jahresversammlun-
gen in Hamburg 1964 und in Mannheim 1965, habe
ich die Schwierigkeiten angedeutet, die bei der Griin-
dung dieser Institute auftraten. Zu unserer groSen
Uberraschung wurde bei der Verhandlung tiber die
Finanzierung der Institute von den Vertretern der
Linder die Frage aufgeworfen, ob die Max-Planck-
Gesellschaft iberhaupt Triger neuer geisteswissen-
schaftlicher Institute sein solle. Nachdem im Be-
richtsjahr der Wissenschaftsrat in seinen Empiehlun-
gen festgestellt hat, daB es gerade der Zwecksetzung



