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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.
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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.






















