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Zusammenfassung: Die enzymatische Acylierung
von Lysophosphatidsiure, gesittigtem und un-
gesittigtem Lysolecithin mit Paaren konkurrieren-
der gesittigter. Monoen- und Polyen-Fettsdure-
CoA-Ester als Substraten wurde untersucht.

Die molaren Verhiltnisse der in die 2-Stellung der
Lysophosphatidsdure inkorporierten Fetiséduren
unterschieden sich nur wenig. Der Einbau der Fett-
sduren war unabhiingig von Struktur, Kettenldnge
und Zahl der Doppelbindungen.

Gesiittigtes Lysolecithin als Akzeptor zeigte eine
deutliche Spexzifitit im Fettsdure-Einbau: Di-, Tri-
und Tetraenfettsduren wurden gegeniiber den ge-
sdttigten und Monoen-Fettsiuren bevorzugt in die
2-Stellung des Lysolecithins eingebaut. Konkurrie-
rende Fettsduren mit je zwei und mehr Doppel-
bindungen wurden anderseits fast in dquimolarem
Verhiltnis eingebaut.

Summary: Experiments are described on the enzy-
matic acylation of lysophosphatidic acid, and
saturated and unsaturated lysolecithin with pairs of
competing saturated, monoenoic and polyenoic
fatty acids.

The molar ratios of the different fatty acids which
were incorporated in high yield into the 2-position

Die Kinetiken der Acylierungsreaktion mit un-
geséittigtem Lysolecithin als Akzeptor wiesen im
Vergleich zum gesittigten Lysolecithin auf einen
rascheren Fettsdure-Einbau hin, der Fettsiure-
Gesamteinbau war hoher, die Spezifitdt fiir un-
geséttigte Fettsiiuren noch ausgepriigter.

Bei Acyl-CoA-Paaren, die als eine Komponente
Palmitoyl-CoA enthielten, beobachtete man mit
gesittigtem Lysolecithin als Akzeptor einen zwei-
bis dreimal so hohen relativen und absoluten Ein-
bau der gesiittigten Fettsiure in die 2-Stellung wie
mit ungesittigtem Lysolecithin, wo der Einbau der
Palmitinsidure gegeniiber den Polyenfettsduren stark
zuriickgedriingt ist. Entsprechende Befunde wurden
fiir Acyl-CoA-Paare, die als eine Komponente
Linoloyl-CoA enthielten, mit ungesittigtem Lyso-
lecithin als Akzeptor erhoben.

of lysophosphatidic acid, were very similar. The
incorporation of the fatty acids was independent of
their structure, chain length and number of double
bonds.

If saturated lysolecithin was the acceptor, a distinct
specificity for polyenoic fatty acids was apparent:
di-, tri- and tetraenoic fatty acids were preferred to

* Postanschrift: Doz. Dr. Dr. W, Storrer, 5 Kéln-
Lindenthal, Joseph-Stelzmann-StraBe 52.

Enzyme: Phospholipase A = Phosphatid-Acyl-Hydro-
lase (EC 3.1.1.4); Phospholipase D = Phosphatidyl-
cholin-Phosphatidohydrolase (EC 3.1.4.4); Acyl-CoA:
Lysophosphatidsiure-O-Acyltransferase (EC 2.3.1.2);
Acyl-CoA : Lysolecithin-O-Acyltransferase (EC 2.3.1.7);
Acyl-CoA:1.2-Diglycerid - O - Acyltransferase (EC
2.3.1.20); CDP-Cholin: 1.2-Diglycerid-Cholinphospho-
transferase (EC 2.7.8.2): CDP-Athanolamin: 1.2-Di-
glycerid-Athanolaminphosphotransferase (EC 2.7.8.1).

Abkiirzungen: DFP = Diisopropylfiuorophosphat;
Phosphatidsiure = 1.2-Diacyl-L-glycerin-3-phosphor-
sdure; Phosphatidsdure-dimethylester = 1.2-Diacyl-L-
glycerin-3-phosphorsiiure-dimethylester; Lysophospha-
tidsiure = 1-Acyl-L-glycerin-3-phosphorsédure; Lyso-
lecithin = 1-Acyl-L-glyeerin-3-phosphorylcholin; ge-
sdttigtes Lysolecithin = 1-Acyl-1-glycerin-3-phosphoryl-
cholin mit 182, Palmitin- und 82% Stearinsiure; un-
gesittigtes Lysolecithin = 1-Acyl-L-glycerin-3-phospho-
rylcholin mit 18% Palmitin-, 809 Linol- und 2%
Stearin- und Ols3ure: 1.2-Diglycerid = 1.2-Diacyl-L-
glyeerin.
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the saturated and monoenoic fatty acids. On the
other hand, competing fatty acids with two and
more double bonds each were incorporated in al-
most equimolar ratios.

The kinetics of the acylation reaction with un-
saturated lysolecithin as acceptor indicate a higher
acylation rate. An even more pronounced specifi-
city for unsaturated fatty acids was found.

In den Glycerophosphatiden der tierischen Zelle
sind die Fettsiiuren asymmetrisch angeordnet: die
1-Stellung ist vorwiegend mit gesittigten, die 2-
Stellung vorwiegend mit ungesittigten Fettséduren
besetzt!. Die fiir die asymmetrische Fettsdurenver-
teilung verantwortlichen Biosynthese-Reaktionen
sind noch nicht gesichert. LanDs2: 3 nimmt an, daB
das neusynthetisierte Lecithin? durch eine intra-
zelluldre Phospholipase A deacyliert und die ent-
standene Lysoverbindung durch fettsdure- und
akzeptorspezifische Acyl-CoA :Lysophosphatid-
Acyltransferasen, die an das endoplasmatische Reti-
culum gebunden sind, reacyliert wird.

In fritheren Untersuchungen? iiber die Biosynthese
von Membranphosphatiden berichteten wir iiber
die enzymatische Acylierung des Lysolecithins und
der Lysophosphatidsiure durch gesittigte, Monoen-
und Polyen-Fettsdure-CoA-Ester. Die Geschwin-
digkeit der Acylierung der Lysophosphatidsiure
war zwei- bis dreimal gréBer als die des Lyso-
lecithins: die Kinetik der Acylierungsreaktion war
fiir alle untersuchten Acyl-CoA-Ester fast gleich.
Die Acylierung des Lysolecithins mit verschiedenen
Cig- und Csp-Monoen- und Polyenfettsiure-CoA-
Estern verlief wenig spezifisch; die trige Kinetik
der Acylierung mit Cyg-Fettsdure-CoA-Estern wies
auf eine Kettenldngenspezifitit hin. Auch die
AB.9.12.[50-Cyg-Fettsiiure, also eine Fettsdure mit
wunnatiirlicher Struktur* hinsichtlich des Methyl-
endes, wurde mit hoher Ausbeute in die 2-Stellung
des Lysolecithins eingebaut. Auf Grund der sehr

L D. J. HANAHAN, H. BROCKERHOFF u. E.J. BARRON,
J. biol. Chemistry 235, 1917 [1960].

2 W. E. M. Lanps, J. biol. Chemistry 235, 2233 [1960];
W. E. M. Lanps u. I. MERKL, ebenda 238, 898 [1963].
3 W. E. M. Lanps u. P. HART, J. biol. Chemistry 240,
1905 [1965].

4 E. P. KeNNeDY, Federat. Proc. 16, 847 [1957]; L. F.
BorkenHAGEN u. E. P. Kenneny, J. biol. Chemistry
227, 951 [1957]); S. B. Werss, E. P. KENNEDY u. J. Y.
Kivasu, ebenda 235, 40 [1960].

5 W. STOFFEL, H.-G. Schierer u. G. D. WoLr, diese Z.
347, 102 [1966].
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Using pairs of acyl-coenzyme A-esters, one of which
was Cig, the absolute and relative incorporation of
this saturated fatty acid into the 2-position of
saturated lysolecithin was twice to three times higher
than into unsaturated lysolecithin. Using pairs of
acyl-CoA-esters, one of which was A%12.Cyg, the
latter was much better incorporated into unsaturat-
ed lysolecithin than into saturated lysolecithin.

dhnlichen Kinetiken der Acylierung des Lyso-
lecithins mit verschiedenen Acyl-CoA-Esternschlos-
sen wir auf eine einzige Acyl-CoA:Lysolecithin-
Acyltransferase, die eine hohe Affinitiit fiir Polyen-
fettsdure-CoA-Ester mit 18 und 20 C-Atomen be-
sitzt.

In der vorliegenden Arbeit soll iiber Untersuchun-
gen zu folgenden Fragen berichtet werden:

1. welchen EinfluB hat die sterische Konfiguration
des Lysolecithins auf die Acylierungsgeschwindig-
keit, wenn die 1-Stellung des Akzeptormolekiils
mit gesdttigten oder ungesittigten Fettsduren be-
setzt ist ? Welchen EinfluB hat die durch die Ketten-
linge und die Anzahl der Doppelbindungen im
Molekiil bedingte sterische Form der Kohlenstoff-
kette der Acyl-CoA-Ester bei der Acylierung dieser
Akzeptoren?

2. wie ist die Fettsidureverteilung, wenn gleichzeitig
zwei verschiedene Acyl-CoA-Ester in gleicher Kon-
zentration bei der Acylierungsreaktion mit Lyso-
phosphatidsidure und Lysolecithin als Akzeptoren
eingesetzt werden? Werden die Fettsduren unab-
hiéingig von ihrer Struktur im molaren Verhiltnis
1:1 eingebaut oder ergeben sich Hinweise fiir eine
Konkurrenzreaktion, etwa in dem Sinne, dal stir-
ker ungesiittigte oder ldngerkettige Fettsidure-CoA-
Ester bevorzugt eingebaut werden ?

Wir verwendeten fiir unsere Untersuchungen als
Enzymquelle die Mikrosomenfraktion aus Ratten-
leber. Die Acyl-CoA:Lysolecithin-O-Acyltrans-
ferase- und die Acyl-CoA : Lysophosphatidsiure-O-
Acyltransferase-Reaktion wurden mit Hilfe des
Reagenzes nach ELLMAN® spektrophotometrisch
verfolgt®3. In einer friiheren Untersuchung® mit
Lysolecithin als Akzeptor fanden wir eine befriedi-
gende Ubereinstimmung zwischen der nach dem
optischen Test berechneten Menge an freigesetztem
CoA und der in 2-Stellung des Lecithins inkorpo-
rierten Menge radioaktiv markierter Fettsduren.

5 G. L. ELimMaN, Arch. Biochem. Biophysics 82, 70
[1959].
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1. Acylierung von gesdttigtem und ungesattigtem  groB wie mit gesattigtem Lysolecithin. Mit ungesét-
Lysolecithin mit gesdttigten, Monoen- und Polyen- tigtem Lysolecithin als Akzeptor und den CoA-
Settsiuren Estern der Fettsiiuren A?912-Cyg, A5:8.11.Cy und

AS5.8.11.14_Cy Jduft die Reaktion innerhalb weniger
Abb. 1 gibt die im optischen Test gemessenen Kine-  Minuten bis zum Gleichgewicht, wihrend die Reak-
tiken der Acylierung des gesittigten und ungesittig-  tion mit gesdttigtem Lysolecithin als Akzeptor lang-
ten Lysolecithins mit den angegebenen Fettsdure- samer ablduft, aber — sofern man die Reaktion
CoA-Estern wieder. Mit ungesiittigtem Lysolecithin  lange genug verfolgt — den gleichen Endwert er-
als Akzeptor ist die Anfangsgeschwindigkeit der reicht wie die Reaktion mit ungesiittigtem Lyso-
Acyltransferase-Reaktion etwa zwei- bis viermal so  lecithin.
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Abb. 1. Kinetik der Acylierung von gesittigtem (o——o) und ungesattigtem (® ®) Lysolecithin mit radio-
aktiv markierten CoA-Estern der jeweils angegebenen Fettsduren. Jede Kiivette emthielt in einem Gesamt-
volumen von 2m/: 1 uMol ELiman-Reagenz; 0.1 uMol Acyl-CoA; 100 uMol Kaliumphosphatpuffer, pH 7,4;
2 mg Mikrosc in (Vorinkubation mit DFP). Die Leerkiivette enthiclt kein Acyl-CoA. Start der Reak-
tion zur Zeit 0 durch Zugabe von 0,1 zMol gesattigtem oder ungesdttigtem Lysolecithin. Messung der Extink-
tionszunahme bei 412 mye.
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2. Acylierung der Lysophosphatidsiure 1-Palmitoyl-
L-glycerin-3-phosphat und des gesdttigten und un-
gesittigien Lysolecithins mit Kombinationen von
zwei verschiedenen gesdttigten, Monoen- und Polyen-
fetisiure-CoA-Estern

Wir untersuchten als Substrate der Acylicrungs-
reaktion folgende Kombinationen von Acyl-CoA-
Estern:

Cis und AP-Cyg; Cig und A?12.Cig; Cig und
A:E.B.ll_c.m; Cig und ,_\5.3.11.111_(:20; A"-Clg und
ADI2.Crg; A%-Cpg und AS81LCoy: AD-Cyg und
ABBILL Cygs A912.Cpq und A38.1LCags ADIZCyg
und A3.8.11.14.Cgg: A3-8.11.Cog und A5-8.11.14_Cyy.

Wir bestimmten fiir jede Fettsdurekombination aus
der im optischen Test mit Hilfe des Reagenzes nach
ELiman® gemessenen Extinktionsdifferenz (Tab.,
Spalte 1) die Gesamtmenge an freigesetztem CoA
(Spalte 2), die dem Gesamteinbau in das Phospha-
tid entspricht. Um die Reaktionsprodukte isolieren
und analysieren zu konnen, wurden die Ansiitze
verfiinffacht: der aus dem optischen Test bestimmte
Fettsiiureeinbau (Spalte 2) wurde entsprechend um-
gerechnet (Spalte 3). Die Aufarbeitung der Inkuba-
tionsansétze ist im experimentellen Teil ausfiihrlich
beschrieben. Die Phosphatidsdure isolierten wir,
indem wir das extrahierte Lipoidgemisch mit Diazo-

= Front

— Start

1 2 3
Abb. 2. Diinnschichtchromatogramm von Feltsiure-
methylester (1), Phosphatidsdure-dimethylester (2) und
Lecithin (3). Nicht-aktivierte Kieselgel-H-Schicht. Lauf-
mittel: Chloroform. Anfarbung durch Bespriihen mit
K2CreOj5-gesitt. 70proz. Schwefelsdure und anschlieBen-
des Veraschen bei 180°C wihrend 30 Min.
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methan umsetzten?; die Phosphatidsiuredimethyl-
ester wurden diinnschichtchromatographisch (Sy-
stem: Chloroform) von den iibrigen Lipoiden ab-
getrennt (Abb. 2).

Die Methylester der in die 2-Stellung des Phospha-
tids eingebauten radioaktiven Fettsduren wurden
gaschromatographisch® analysiert. Aus der ge-
messenen Radioaktivitiit und der bekannten spezi-
fischen Aktivitdt wurde der Einbau der einzelnen
Fettsduren in das Phosphatidmolekiil bestimmt und
auf den nach dem optischen Test berechneten Ge-
samteinbau (Spalte 3) bezogen (Spalte 4). Die mola-
ren Verhiltnisse der eingebauten Fettsduren sind in
Spalte 5 wiedergegeben.

Mit Lysophosphatidsdure als Akzeptor findet man
fiir alle untersuchten Fettsdurekombinationen
gegeniiber Lysolecithin eine hohere Gesamteinbau-
rate. Dieses Ergebnis war zu erwarten, da wir bei
friiheren Untersuchungen® mit Arachidonoyl-CoA
als Substrat fiir 1-Palmitoyl-L-glycerin-3-phosphat
als Akzeptor K;; = 0,8-10-% bestimmt hatten
gegeniiber K = 5,0 10% fiir Lysolecithin als
Akzeptor. Der Gesamteinbau weist fiir die ver-
schiedenen Fettsiiurekombinationen nur geringe
Unterschiede auf. Die Olsdure wird gegeniiber
Palmitinsdure und allen Polyenfettsduren, die
Linolsdure gegeniiber der Tri- und Tetraenfettsdure
bevorzugt eingebaut. Die Unterschiede in den mola-
ren Verhiltnissen der in die 2-Stellung inkorporier-
ten Fettséduren sind gering.

Der Gesamteinbau der Fettsduren in das Lysoleci-
thin ist dann hoch, wenn in der Fettsiurekombina-
tion zwei oder mehr Doppelbindungen vorhanden
sind, Di-, Tri- und Tetraenfettsiuren werden im
Vergleich zu den gesiittigten und Monocenfettsiuren
bevorzugt in die 2-Stellung des Lysolecithins ein-
gebaut. Mit ungeséttigtem Lysolecithin als Akzep-
tor betragen die molaren Verhiiltnisse der eingebau-
ten Fettsduren z. B. fiir die Kombination Cig und
A812.Cyg 1:28, fiir die Kombination Cis und
AS8.11.14.Cyy; [:15. Wenn bei der Acylierung der
2-Stellung des Lysolecithins Fettsduren mit je zwei
und mehr Doppelbindungen konkurrieren, werden
die Fettsiuren nahezu in dquimolarem Verhiltnis
eingebaut: Kombination A%12-Cjg und A3-8-11.Cy
1:0.5; Kombination A3-8-11.Cpy und A3-8-11.14.C5
1:2.

7 E. BAEr u. J. MAURUKAS, J. biol. Chemistry 212, 39
[1955].

3 W. SToFFEL, diese Z. 333, 71 [1963].
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1. Lysophosphatidséure II. Gesiittigtes Lysolecithin*
Optischer Test Inkubationsansatz Optischer Test Inkubationsansatz
(1facher Ansatz) (5facher Ansatz) (1facher Ansatz) (Sfacher Ansatz)
Fettsii g E% 2% F8E  Feusiure g 2% 2% 8%
S wtdation %: EE 553 i§§ P ‘—:‘;‘; g 3§§f f'—ji
s 3§ | §z 3z §& sles | B 3ic Igd
B 2 = = h- o o -
4 E§ | 82 &% 35 g 2§ | 8 =8E s:s
1 2 3 4 ] 1 2 3 4 s
Cis 58,6 Cis 14,8
A%-Cyg 0,321 47,2 236 177.4 1/3,0 A%Cig 0,107 5% 78,5 63.7 1/4.3
Cis 90 ; Cis SES—
ASIZCy 0335 493 246 o LT gnacy, 0219 322 161 3.5 1/56
Cis 138 Cis 125
Abhnc, 03B 48 249 g, 108 Ghng, 0234 34 TG 1127
C 115 (g, 274
AbBallLg,, 0335 493 246 3 LI AvBaLlLC,, 0194 286 143 )7 1/43
A%-Cis 150 AP-Cyg 20,6
A912.Cpg 0,336 49,5 247 97,5 107 AR12.Cg 0,195 287 P
AY-Cys 160 A9-C1g 44.4
AS.8.11_Cap 0,285 41,9 208 48 1/0,3 AB.8.11.Cap 0,210 30,9 154 110 1/2,5
A9-.Cyg 154 A9-Cyg 15
AbAitiig, 103090 4ss 228 Ll 05 Gmmwg,, G214 35 18 g, 195
A%12.Cyg 183 A912.Cyq 165
Assn G, 036 525 262 a0 104 aaap, 032 4750238kt 0,4
A%12 Cig 149 A%I2.Chg 60
_\5_5_11.,’4{20 0346 51,0 255 oo 107 assuaag,, 19 28 1408eg s 1/1.3
A3.8.11.Cyy 110 . AS8.11.Cgg 65
AS.8.11.14_Cag 0,312 46,0 230 120 1/1,1 AS-8.11.14.Cag 0229 337 169 104 1/1,6
III. Ungesdtrtigres Lysolecithin® Legende zu den Tabellen 1—IIT
c 8.8 Enzymatische Acylierung der Lysophosphatidsaure
_\‘;fc 0105 155 7.5 'y 1/78  I-Paimitoyl-L-glycerin-3-phosphat und von geséttigtem
p 2l 7’ 6 und ungesittigtem Lysolecithin mit verschiedenen Kom-
_\;?13 c 0,290 42,5 212 204’ 1/27,5  binationen von zwei radioaktiv markierten Acyl-CoA-
=t Estern. Optischer Test: jede Kiivette enthielt in einem
Céﬁa = 0,287 422 21l 10 1/20,5  Gesamtvolumen von 2 m/: | Mol ELLMAN-Reagenz;
A8-8:1-Cag 201 je 0,1 zMol beider Acyl-CoA-Ester; 100 Mol Kalium-
Cis 0212 312 156 10 1/14.9 phosphatpuffer, pH 7,4; 2 mg Mikrosomenprotein (Vor-
AS-811.14.Cop i = 146 4 inkubation mit DFP). Die Leerkiivette enthielt kein
A9%-Cig 258 Acyl-CoA. Start der Reaktion zur Zeit 0 durch Zugabe
A912.Crg 0272 400 200 174 1/6,8 von 0,1 uMol Mononatriumsalz der Lysophosphatid-
A®-Cyg 52 siure oder gesiittigtem oder ungesattigtem Lysolecithin
AB.8.11Cag 0,251 370" 185 133 1/2,6 in wébBriger Losung. Messung von AE;e innerhalb
ASC A 45 15 Min. Aus der Extinktionsdifferenz (Spalte 1) errech-
Assitiec, 0230 338 169 4 [1pg  nctman mit Hilfe einer Eichkurve oder des spezifischen
o Absorptionskoeffizienten der Chinonform der 2-Nitro-
ASI2.Cyg 0324 475 238 155 10,5 S-mercapto-benzoesdure die Gesamtmenge freigesetzten
AB-8.11-Cog % At B CoA’s (Spalte 2), dic dem Gesamteinbau in das Phospha-
A%I12.Cyg 4 94 . tid entspricht. Zur Isolierung und Analyse der Reak-
A3.8.1L14_Cs, 0.2 388 194 100 11,1 tionsprodukte wurden die Inkubationsansitze gegeniiber
A5.8.11.Cyp 76 dem optischen Test verfunffacht, der Gesamtfettsiure-
ABsl1ac,, 0284 4LT 209 43 (/L8 einbau (Spalte 2) wurde entsprechend umgerechnet

* 5. FuBnote zu Beginn der Arbeit.

* 5. FuBnote zu Beginn der Arbeit.
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Fortsetzung der Legende zu den Tabellen

(Spalte 3). Extraktion und Reinigung der Reaktions-
produkte s. exper. Teil. Die Methylester der 2-stindigen
radioaktiven Fettsduren wurden gaschromatographisch
analysiert. Aus der gemessenen Radioaktivitit und der
bekannten spezifischen Aktivitidt wurde der Einbau der
einzelnen Fettsiuren in das Phosphatid bestimmt und
auf den Gesamtfettsiureeinbau (Spalte 3) bezogen
(Spalte 4). Die molaren Verhiltnisse der eingebauten
Fettsiuren sind in Spalte 5 angegeben.

Spezifische Aktivitit der Fettsiure-CoA-Ester:

Cig: 370 000 Zpm/uMol
A9_Cpg: 340 000 Zpm/pMol
AR12.Cyg: 330 000 Zpm/pMol
A3-8.11.Cyy; 800000 Zpm/pMol

A58.11.14.Coq: 3 340 000 Zpm/iMol

Vergleicht man die Acylierungsreaktion mit ge-
sdttigtem und ungesdttigtem Lysolecithin als Ak-
zeptoren, so zeigt sich im allgemeinen eine triigere
Kinetik fiir gesiittigtes Lysolecithin. Die molaren
Verhiiltnisse der in die 2-Stellung eingebauten Fett-
sduren unterscheiden sich fiir gesiittigtes und un-
gesittigtes Lysolecithin bei einigen Fettsdurekom-
binationen deutlich voneinander: z. B. Cig und
A%12.Cig; Cpg und ASB1L14.Chy: A9Cyg und
ABSIL1_ Oy

Diskussion

Die Biosynthese der Phosphatidsiure wurde von
KorNBERG und Pricer? aufgekldrt. Die Umwand-
lung der Phosphatidsiure in die Esterlipoide der
Zelle verléduft nach den bisher vorliegenden Ergeb-
nissen auf dem von Kexnepy? beschriebenen Weg.
Um die unterschiedliche Fettsidurenverteilung in den
Lipoiden zu erkléren, miissen regulatorische Mecha-
nismen angenommen werden, die zwischen der
Phosphatidsiure als gemeinsamem Intermediiir-
produkt und Lecithin, Kephalin und Triglycerid als
Endprodukten eingreifen miiBiten, oder aber man
miifite annehmen, daB die Endprodukte in einer
zusitzlichen Reaktion umgebaut werden.

Aus dem Vorkommen der Phospholipase A in tieri-
schen Organen!” und der Beobachtung, daB die
Lysoverbindungen durch Acyl-CoA :Lysophospha-
tid-Acyltransferasen acyliert werden kénnen, schloB3
Lanps®3 auf einen unterschiedlichen ,,turn-over*

? A. KORNBERG u. W. E. PRICER jr., J. biol. Chemistry
204, 345 [1953].

10 H, van DEN BoscH u. L. L. M. vaN DEENEN, Bio-
chim. biophysica Acta [Amsterdam] 106, 326 [1965],
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der 1- und 2-stindigen Fettsduren. Hierzu liegen
keine schliissigen Experimente vor. Die Acyltrans-
ferasen sind an die Membranen des endoplasma-
tischen Reticulums gebunden, kommen in der
Mitochondrienfraktion nur in geringer Aktivitéit
vor® und fehlen auf der Lysosomenmembran voll-
stiindig!!, Die Umacylierung erfordert ein Molekiil
ATP. Energetisch rationeller wire es, wenn die
Acyl-CoA : 1.2-Diglycerid-O-Acyltransferase oder
die CDP-Cholin:1.2-Diglycerid - Cholinphospho-
transferase bzw. die CDP-Athanolamin:1.2-Di-
glycerid-Athanolaminphosphotransferase eine Spe-
zifitdt fiir 1.2-Diglyceride mit bestimmter Fettsdure-
besetzung aufweisen wiirden. Diglyceride mit defi-
nierter Fettsdurebesetzung waren bisher nicht zu-
giinglich; zur Klirung dieser Frage haben wir nach
der chemischen Synthese der erforderlichen radio-
aktiv markierten Substrate inzwischen Experimente
unternommen, iiber die bald berichtet werden soll.

In einer friiheren Veroffentlichung® berichteten wir
iiber die enzymatische Acylierung von Lysophos-
phatidsdure und Lysolecithin mit einer Vielzahl von
gesittigten, Monoen- und Polyenfettsiuren, die
einzeln als Substrate zur Acylierung eingesetzt wur-
den. Die Kinetik der Acylierung der Lysophospha-
tidséure lieB keine Spezifitit fiir bestimmte Acyl-
CoA-Ester erkennen. Mit gesiittigtem Lysolecithin
als Akzeptor fanden wir eine triige Kinetik fiir Cyg-
Fettsidure-CoA-Ester; diese Kettenldngenspezifitit
wird durch die jetzigen Untersuchungen mit weite-
ren Cig-Monoenfettsduren (Abb. 1: A3¢-Cijs und
A3t-Cyg) bestiitigt. Die Mono-, Di-, Tri- und Tetra-
en-Fettsduren mit 18 und 20 C-Atomen wurden mit
fast gleicher Geschwindigkeit in die 2-Stellung des
Lysolecithins eingebaut. Eine Spezifitit fiir be-
stimmte Polyenfettsduren war nicht nachweisbar,
die K;-Werte waren fast identisch.

In der vorliegenden Arbeit untersuchten wir in vitro
die Acylierung von drei Akzeptoren (Lysophospha-
tidsdure, geséttigtes und ungesittigtes Lysolecithin)
mit Paaren konkurrierender Fettsiure-CoA-Ester
(s. S.886) als Substraten. Ahnliche Verhiltnisse
findet man in vivo, da dem tierischen Organismus
mit den Nihrstoffen gleichzeitig geséttigte, Monoen-
und Polyen-Fettsiduren angeboten werden.

Mit Lysophosphatidsaure als Akzeptor fanden wir
einen hohen Fettsidure-Gesamteinbau, der fiir die
verschiedenen Fettsdurekombinationen nur ge-
ringe Unterschiede aufwies. Auch die molaren Ver-

1L W. StorreL u. H. GreTeN, Publikation in Vorberei-
tung.
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héltnisse der in die 2-Stellung inkorporierten Fett-
siuren unterschieden sich nur wenig. Der Einbau
der Fettsduren war unabhiingig von Struktur, Ket-
tenlinge und Zahl der Doppelbindungen.

Gesattigtes Lysolecithin als Akzeptor, das sich von
der Lysophosphatidsédure nur durch die zusitzliche
Cholin-Gruppe am Phosphatrest unterscheidet,
zeigte dagegen eine deutliche Spezifitidt: Di-, Tri-
und Tetraen-Fettsduren wurden gegeniiber den ge-
séittigten und Monoen-Fettsiiuren bevorzugt in die
2-Stellung des Lysolecithins eingebaut. Konkurrie-
rende Fettsduren mit je zwei und mehr Doppel-
bindungen wurden andererseits fast im dquimolaren
Verhiiltnis eingebaut.

Mit ungesdttigtem Lysolecithin als Akzeptor, das in
der 1-Stellung 80%; Linolsiure enthilt, wiesen die
Kinetiken der Acylierungsreaktion im Vergleich
zum gesdttigten Lysolecithin auf einen rascheren
Einbau hin, -der Gesamteinbau war hoher und die
Spezifitdt fiir ungesittigte Fettsduren ausgepragter.
Gesdttigtes Lysolecithin bildet gegeniiber ungesét-
tigtem Lysolecithin Ldosungen stirker micellaren
Charakters. Moglicherweise ergeben sich daraus
Unterschiede in der Diffusionsgeschwindigkeit zur
Wirkgruppe der Enzyme.

Bei Acyl-CoA-Paaren, deren eine Komponente
Palmitoyl-CoA war, beobachtete man mit gesittig-
tem Lysolecithin als Akzeptor einen zwei- bis drei-
mal so hohen relativen und absoluten Einbau der
gesittigten Fettsiiure in die 2-Stellung wie mit un-
gesdttigtem Lysolecithin, wo der Einbau der Palmi-
tinsiiure gegeniiber den Polyenfettsduren ganz zu-
riickgedringt war. Entsprechende Befunde wurden
fiir Acyl-CoA-Paare, deren eine Komponente Lino-
loyl-CoA war, mit ungesiittigtem Lysolecithin als
Akzeptor erhalten. Moglicherweise kénnen diese
Ergebnisse durch vaN DER WaaLssche Kriifte er-
kldrt werden, durch die die Kohlenwasserstoffkette
der Fettsdure in 1-Stellung des Lysolecithins die
Orientierung der in die 2-Stellung einzufiihrenden
Fettsdure bestimmt, d. h. fiir die Acylierungsreak-
tion wire neben der Spezifitit des Enzyms fiir un-
gesiittigte Fettsduren als Substrate auch die Struk-
tur des Akzeptors von Bedeutung. Die rontgen-
kristallographische Analyse der molekularen An-
ordnung der Olsdure!? und der Stearinsiure!® legt
solche Uberlegungen nahe.

12 S ABRAHAMSSON u. I. RYDERSTEDT-INAHRINGBAUER,
Acta crystallogr. [Copenhagen] 15, 1261 [1962].

13 5. ALesy u. E. v. Sypow, Acta crystallogr. [Copen-
hagen] 13, 487 [1960].
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Die Frage, ob die Acyl-CoA : Lysophosphatidsdure-
O-Acyltransferase und Acyl-CoA : Lysolecithin-0-
Acyltransferase identische Enzyme sind, muBl noch
offen bleiben. Welche Bedeutung der elektrischen
Ladung der beiden Akzeptoren zukommt — Lyso-
phosphatidséure trigt eine negative Ladung, wih-
rend Lysolecithin ein Dipol zwischen Phosphat-
gruppe und Cholinrest darstellt —, ist noch un-
bekannt,

Wir danken der DEUTSCHEN FORSCHUNGSGEMEINSCHAFT,
dem BUNDESMINISTERIUM FUR WISSENSCHAFTLICHE FOR-
SCHUNG und der STIFTUNG VOLKSWAGENWERK fiir die
groBziigige Unterstiitzung unserer Arbeiten. M. E. de T.
dankt dem Consejo NACIONAL DE INVESTIGACIONES
CienTiFicas ¥ TEcNIcAs, Argentinien, fir ein Stipen-
dium.

Beschreibung der Versuche

Alle Coenzyme wurden von der Fa. C. F. Boehringer &
Sohne, Mannheim, ELiMAN-Reagenz — Bis-[4-nitro-3-
carboxy-phenyl}-disulfid von der Fa. EGA-Chemie,
Steinheim/Albuch, Crotalus-adamanteus-Toxin (= Phos-
pholipase A) von der Fa. F. G. Celo, Zweibriicken,
bezogen. Diisopropylfluorophosphat wurde von der Fa.
Bayer, Leverkusen, chromatographisch reines Soja-
lecithin von der Fa. Nattermann, K&ln, freundlicher-
weise zur Verfiigung gestellt.

Die 1-}4C-markierten Monoen- und Polyenfettsduren
wurden durch Totalsynthese®: 14, 1-14C-markierte Pal-
mitinsdure aus [I-14CJA7-10-Cy5 durch katalytische Hy-
drierung iiber PtO2 erhalten. Die CoA-Ester wurden
entweder nach KornBERG und Pricer'® oder nach
GoLpMAN und VAGELOs'® prépariert.

Die Radioaktivititen wurden mit dem Fliissigkeits-
szintillationsspektrometer Modell 3214 der Fa. Packard
gemessen. Als Phosphore verwandten wir 2.5-Diphenyl-
oxazol (PPO, 5 g//) und 1.4-Bis-[4-methyl-5-phenyl-
oxazolyl-(2)]-benzol (Dimethyl-POPOP, 0,3 g//) in
Toluol.

Lysolecithin wurde durch enzymatische Hydrolyse
(Phospholipase A) von chromatographisch reinem Soja-
lecithin erhalten, aus Chloroform mit Ather zweimal
ausgefiillt und an Kieselsdure!” gereinigt. Die 1-Stellung
des Lysolecithins war zu 18% mit Palmitin-, zu 809,
mit Linol- und zu 2% mit Stearin- und Olséure acyliert.

14 W, StorFeL, Liebigs Ann. Chem. 673, 26 [1964];
J. Amer. Oil Chemists® Soc. 42, 583 [1965].

15 A, KorRNBERG u. W. E. PRICER jr., J. biol. Chemistry
204, 329 [1953].

16 p. GoLDMAN u. P. R. Vageros, J. biol. Chemistry
236, 2620 [1961].

17 D. J. HaNaHAN, J. C. Dirver u. E. WaARASHINA, J.
biol. Chemistry 228, 685 [1957].
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Gesiittigtes Lysolecithin wurde aus Lysolecithin durch
katalytische Hydrierung (PtOg in Essigester) dargestellt.
Die 1-Stellung war zu 18%, mit Palmitin- und zu 82 %]
mit Stearinsdure acyliert.

1-Palmitoyl-L-glycerin-3-phosphorsdure (Lysephospha-
tidséure ) wurde durch Totalsynthese!® erhalten.

1.2- Diacyl-L-glycerin-3-phosphorsidure ( Phosphatid-
séiure ) wurde aus chromatographisch reinem Sojalecithin
durch Hydrolyse mit Phospholipase D aus WeilkohI1®
dargestellt und mit Diazomethan? in den Dimethylester
iibergefiihrt. Der Phosphatidsiure-dimethylester wurde
durch Chromatographie an Kieselsdure (Kieselsdure
Mallinckrodt, 100 mesh, 12 Std. bei 110°C aktiviert)
mit Ather/Petrolither-Gemischen steigender Ather-
konzentration gereinigt: der Phosphatidsdure-dimethyl-
ester wurde mit 809 Ather in Petrolither (v/v) eluiert.
Die Substanz war diinnschichtchromatographisch (nicht-
aktivierte Kieselgel-H-Schichten; System: Chloroform)
einheitlich: Rp-Wert 0,25—0,30. Lecithin bleibt im
gleichen Laufmittel am Start liegen. Der Phosphatid-
sdure-dimethylester zeigte auf der Dinnschichtplatte
nach Besprithen mit ZiNzapze-Reagenz?® keine Blau-
farbung, wihrend das Kaliumsalz der Phosphatidsdure
Zinzapze-positiv (Blaufarbung) reagierte. Phosphat-
bestimmung: P ber. 4,24, gef. 4,08. Phosphatidsiure-
dimethylester wird durch Phospholipase A nicht ge-
spalten.

Die Zellfraktionierung erfolgte nach SiekeviTz®!, die
EiweiBbestimmung nach der Biuretmethode oder nach
WARBURG und CHRISTIAN22, Zur Hemmung der in
Rattenleber sehr aktiven Acyl-CoA-Hydrolase® wurden
die Mikrosomen (20 mg Protein/m/) vor dem Versuch
mit Diisopropylfluorophosphat (¢ = 5mm) wiihrend
60 Min. bei Zimmertemperatur geriihrt.

Optischer Test zur Kinetik der Acylierung von gesdttigtem
wnd ungesittigtem Lysolecithin mit einzelnen Fettsdure-
CoA-Estern: jede Kiivette enthielt in einem Gesamt-
volumen von 2 m/: | Mol ELiman-Reagenz® in neu-
traler wéBr, Losung; 0,1 Mol Acyl-CoA; 100 Mol
Kaliumphosphatpuffer, pH 7.4; 2 mg Mikrosomen-
protein. Der Leerwert enthielt kein Acyl-CoA. Die Re-
aktion wurde zur Zeit 0 gestartet durch Zugabe von
0,1 pMol gesittigtem oder ungesittigtem Lysolecithin
in wilr. Losung. Die Zunahme der Extinktion innerhalb
von 15 Min. bei 412 my wurde im Spektralphotometer
Zeiss PMQ I1 gemessen.

Optischer Test zur Kinetik der Acylierung von Lyso-
phosphatidséiure und geséittigtem und ungesdttigtem Lyso-

18 W_ StorreL u. G. D. WoLr, diese Z. 347, 94 [1966].
19 E. M. Davipson u. C. LonG, Biochem. J. 69, 458
[1958].

20 J, C. Dirrmer u. R. L. Lester, J. Lipid Res. §, 126
[1964].

2L P. SIEKEVITZ, Methods in Enzymol. §, 61 [1962].

22 E. LaYnE, Methods in Enzymol. 3, 451 [1957].
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lecithin mit Kombinationen von zwei verschiedenen Fett-
siure-CoA-Estern: jede Kiivette enthielt in einem Ge-
samtvolumen von 2 m/ 1 p. Mol ELLMAN-Reagenz® in
neutraler wiBr. Losung; je 0,1 Mol beider Acyl-CoA-
Ester; 100 1Mol Kaliumphosphatpuffer, pH 7,4; 2 mg
Mikrosomenprotein. Der Leerwert enthielt kein Acyl-
CoA. Start der Reaktion durch Zugabe von 0,1 uMol
Mononatriumsalz der Lysophosphatidsiure oder ge-
sittigtem oder ungesdttigtem Lysolecithin in wiBr, Lo-
sung. Messung der Extinktionszunahme innerhalb von
15 Min. bei 412 my.

Aus der gemessenen Extinktionsdifferenz liel sich mit
Hilfe einer Eichkurve mit authentischem CoA oder des
spezifischen Absorptionskoeffizienten (g = 13600 cm? -
Mol 1) der Chinonform der 2-Nitro-5-mercapto-benzoe-
siure® die Menge an freigesetztem CoA berechnen.

Um die Reaktionsprodukte isolieren und analysieren zu
koénnen, wurden die Ansitze verfiinffacht: jeder In-
kubationsansatz enthielt je 0,5 uMol beider Acyl-CoA-
Ester; 500 uMol Kaliumphosphatpuffer, pH 7,4; 10 mg
Mikrosomenprotein und 0,5 pMol Mononatriumsalz
der Lysophosphatidsdure oder gesittigtes oder unge-
siittigtes Lysolecithin. Die Ansdtze wurden wihrend
15 Min. bei 20°C inkubiert, durch Einfrieren (— 70°C)
gestoppt und lyophilisiert.

Die Inkubationsansitze mit Lysophosphatidsdure wur-
den mit Chloroform/Methanol/In wiBr. HCI 60:30:5
(v/v) mehrfach extrahiert, die Extrakte zur Trockne ein-
gedampft, in Ather geldst und mit Diazomethan iiber
Nacht bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Ather
und iiberschiissiges Diazomethan wurden unter Stick-
stoff abgedampft. Der Riickstand wurde mit inaktivem
Phosphatidsdure-dimethylester als Triger versetzt, in
Chloroform geldst und auf nicht-aktivierten Kieselgel-
H-Schichten priparativ diinnschichtchromatographisch
(Laufmittel: Chloroform) aufgetrennt. Durch Cochro-
matographie von Testsubstanzen (Phosphatidsiure-di-
methylester, Ry = 0,25—0,30; Fettsdure-methylester,
Ry = 0,76—0,80; Lecithin, Ry = 0; Acyl-CoA, Ry = 0),
deren Banden nach Besprithen mit wiBir, Rhodamin-
Losung unter dem UV-Licht sichtbar wurden, wurde die
Bande des Phosphatidsdure-dimethylesters lokalisiert.
Die Substanz wurde aus dem Kieselgel mit Chloroform/
Methanol 2:1 eluiert, der Extrakt zur Trockne einge-
dampft und mit 5proz. methanol. HCI 2 Std. unter
Stickstoff umgeestert. Die Fettsiure-methylester wurden
mit Petrolither extrahiert und aliquote Teile radio-
gaschromatographisch untersucht.

Die Inkubationsansétze mit Lysolecithin wurden mit
Chloroform/Methanol 2:1 mehrfach extrahiert, die
Extrakte zur Trockne eingedampft und in wenig Chloro-
form/Methanol 9:1 gelost. Die Gesamtlipoide wurden
an 2 g Kieselsdure + 1 g Hyflo Supercel chromato-
graphiert: mit 40 m/ Chloroform/Methanol 9: 1 wurden
die freien Fettsiiuren und Neutralfette, anschlieBznd mit
100 m/ Methanol die Phosphatide eluiert. Die Lipoid-
fraktionierung wurde diinnschichtchromatographisch
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(Kieselgel-H-Schichten, Laufmittel: Chloroform/Me-
thanol/Wasser 65:25:4) kontrolliert. Die Gesamtphos-
phatide wurden in 5 m/ peroxydfreiem Ather geldst und
mit 1 mg Crotalus-adamanteus-Toxin in 0,2 m/ 0,Im
Boratpuffer, pH 7,0, der 0,04m an Calciumacetat war,
6 Std. bei Zimmertemperatur geriihrt. Die Hydrolyse-
ansiitze wurden zur Trockne eingedampft, in wenig
Chloroform/Methanol 9:1 geldst und sidulenchromato-
graphisch an 2 g Kieselsiure -+~ 1 g Hyflo Supercel
fraktioniert: mit 25 m/ Chloroform/Methanol 9: 1 wur-
den die im Lecithin 2-stiindigen, mit Phospholipase A
abgespaltenen Fettsduren cluiert. Sie wurden mit Bor-
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fluorid-Methanol*? verestert, aliquote Teile wurden
radiogaschromatographisch untersucht.

Die radiogaschromatographischen Analysen wurden wie
beschrieben® ausgefiihrt. Aus der gemessenen Radioakti-
vitdt und der bekannten spezifischen Aktivitdt konnte
der relative Einbau der einzelnen Fettsduren in das
Phosphatidmolekiil bestimmt und auf den nach dem
optischen Test aus der Menge des freigesetzten CoA
gemessenen Gesamteinbau umgerechnet werden,

23 L. D. METCALFE u. A. A. ScHmiTZz, Analytic. Chem.
33, 363 [1961].



