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Struktureigenschaften der Pankreasphospholipase A
des Schweins

Von G. H. pE Haas

Phospholipase A (E. C. 3.1.1.4) tritt in der Bauchspeicheldriise alsinaktives Zymogen
auf. Begrenzte Proteolyse durch Trypsin verwandelt das Zymogen in das aktive
Enzym durch Spaltung eines Heptapeptids am N-Terminal des Zymogenmolekiils.
Das aktive Enzym wie das Zymogen sind einkettige Proteine, die intramolekular
durch 6 Disulfidbriicken verbunden sind und aus 123 bzw. 130 Aminosiuren be-
stehen.

Untersuchungen von Phospholipiden, die unter Modifizierung verschiedener Teile
des Molekiils chemisch synthetisiert wurden, fithrten zur Definition der Substrat-
spezifizitit, der stereochemischen Eigenschaften und der minimalen Substratbediirf-
nisse des Enzyms.

Die vollstindige Aminosiurensequenz und die Positionen der 6 Disulfidbriicken
werden mitgeteilt.

Durch Verwendung wasserloslicher Lecithine, die kiirzere Fettacylketten enthalten,
werden die kinetischen Parameter kg und ,K;,,¢ mitbestimmt. Thre Abhingigkeit
von der Fettacylkettenlinge und vom pH-Wert wird diskutiert. Der Einfluf} der
verschiedenen Lipid-Wasser-Grenzschichten auf die Bindekraft zwischen Enzym und
Lipiden ist untersucht worden.

Der Einfluff chemischer Modifizierung gewisser Aminosiurenseitenketten (e-NHp:
a-NHpy) auf die kinetischen Eigenschaften des Enzyms wird diskutiert.

Die chemischen Synthesen einiger stark wirkender konkurrierender Inhibitoren
werden angegeben.



Wege der Phospholipid-Synthese

Von W. STOFFEL

Phospolipide sind wesentliche Bestandteile der Membranenstrukturen der tierischen,
Bakterien- und Pflanzenzellen. Uber ihre physikalischen und chemischen Parameter
wurden in den letzten Jahren umfangreiche Informationen gewonnen, was zu unse-
rem Verstindnis der Funktion von Phospholipiden als Membrankomponenten bei-
tragen kann. Es sollen hier Wege der Biosynthese von Phospholipiden besprochen
und noch offene Probleme diskutiert werden. Aus frithen Versuchen mit markierten
Vorstufen in vivo und in vitro war bereits zu schlieffen, dafl Phospholipide in situ
von geeigneten Vorstufen mit niedrigem Molekulargewicht (Phosphat, Fettsiure,
Cholin, Glycerin) gebildet werden. Die an der Biosynthese von Phospholipiden be-
teiligten Stoffwechselvorginge wurden durch die Untersuchungen von KoRNBERG (1)
und KENNEDY (2) eingeleitet und zum Teil aufgeklirt.

Die Ausgangsverbindung fiir die Biosynthese von Phospholipiden ist 3-Glycero-
phosphat. KorRNBERG und PrICER (3) zeigten, dafl die Leber ein Acyl-CoA-Syntheta-
se-System enthilt, das in der Lage ist, langkettige Fettsiuren unter der Bildung von
Thioestern des CoA gemifl folgender Gleichung zu aktivieren:

Fettsiure + ATP — Acyl-Adenylat + PP;

Acyl-Adenylat + CoA — Acyl-CoA + AMP

Die gleichen Autoren (4) wiesen auflerdem in der Leber Acyl-Transferasen nach, die
sich dieser Thioester bedienen, um in einer zweistufigen Veresterung von 3-Glycero-
phosphat Phosphatidsiure zu bilden:

3-Glycerophosphat + Acyl-CoA — 1-Acyl-3-Glycerophosphat + CoA
Lysophosphatidsiure + Acyl-CoA — Phosphatidsiure + CoA

3-Glycerophosphat kann entweder durch Ubertragung der Phosphatgruppe auf
Glycerin durch Glycerokinase katalysiert gebildet werden oder durch die NADH-
abhingige Reduktion von Dihydroxyacetonphosphat durch 3-Glycerophosphat-
dehydrogenase entstehen.

Die oben genannte Reaktionsfolge ist nicht der einzige Weg zur Bildung von Phos-
phatidsdure. PIERINGER und HokIN (5, 6) wiesen nach, dal Lysophosphatidsiure in
der Monoglyceridkinase-Reaktion gebildet wird:

Monoglycerid + ATP — Lysophosphatidsiure + ADP

oder durch Phosphorylierung von 1,2-Diglycerid mit ATP durch eine Diglycerid-
kinase, wie HokIN zeigen konnte (7):

1,2-Diglycerid + ATP — Phosphatidsiure + ADP

Das Diglycerid konnte ebenfalls durch Acyl-Ubertragung auf Monoglycerid synthe-
tisiert werden, eine Reaktion, die in der Darmschleimhaut der Ratte nachgewiesen
wurde (CLARK und HUEBSCHER, 8):

Monoglycerid + Acyl-CoA — Diglycerid + CoA
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Vor kurzem beschrieben Hajra, AGRANOFF u.a. (9,10, 11) die Acylierung von
Dihydroxyacetonphosphat zu 1-Acyldihydroxyaceton-3-phosphat, das anschlieSend
durch eine NADPH-abhingige Dehydrogenase reduziert wird:
Dihydroxyacetonphosphat + Acyl-CoA — 1-Acyldihydroxyaceton-3-phosphat

+ CoA

1-Acyldihydroxyaceton-3-phosphat + NADPH -+ H*— Lysophosphatidsiure

+ NADP+

Bei der Biosynthese vieler Glycerophosphatide (12, 16) wird zuerst Phosphatidsiure
durch Phosphatidsiurephosphatase unter Bildung von 1,2-Diglycerid dephosphory-
liert:

3-Phosphatidsiure — 1,2-Diglycerid + P;

Diese Reaktion erklirt die Beobachtungen, dafl 32P-markiertes Glycerophosphat in
Phospholipiden nicht mehr markiert ist, wihrend 1¥C-markiertes Glycerophosphat
die Radioaktivitit behilt. Das gebildete Diglycerid kann jetzt in einer Vielfalt
von Synthese-Reaktionen genutzt werden, die entweder zu Triglyceriden fiihren,
wenn eine dritte Acylgruppe iiber das CoA-Derivat in Position 3 eingefiihrt wird,
oder zu Transferase-Reaktionen, bei denen die phosphorylierten Basen Cholin und
Athanolamin eingefiithrt werden und Phosphatidylcholin und Phosphatidylithanol-
amin entstehen. Die Cholinbase wird durch eine ATP-abhingige Kinase zu Phos-
phorylcholin phosphoryliert. Diese von WrTTENBERG und KORNBERG (13) gereinigte
Kinase kommt in vielen Organen vor. Einen Hauptbeitrag zum Verstindnis bio-
synthetischer Vorginge bei Phospholipiden lieferte Kennepy (14) durch die Beob-
achtung, dal CTP fiir den Einbau von Phosphorylcholin in Lecithin und von Phos-
phorylithanolamin in Phosphatidylithanolamin bend&tigt wird, wobei zunichst fol-
gende Reaktion stattfindet:

Phosphorylcholin + CTP = CDP-Cholin + PP;

Diese, durch die Phosphorylcholincytidyltransferase katalysierte Reaktion ist rever-
sibel. v -

Die Ubertragung von P-Cholin auf ein Diglycerid erfolgt dann nach folgender Reak-
tionsgleichung:

CDP-Cholin + 1,2-Diglycerid = Phosphatidylcholin + CMP

Das Enzym, das diese reversible Reaktion katalysiert, ist die Phosphorylcholinglyce-
ridtransferase. Zu erwihnen ist, dafl dieser Weg nach KENNEDY in vitro experimen-
tell bewiesen worden ist, und dafl bis jetzt nur wenige in vivo-Versuche den Beweis
erbringen, dafl es sich dabei um den in vivo wichtigsten Weg handelt.

Man nimmt an, dafl in dhnlicher Weise Phosphatidylithanolamin aus der entspre-
chenden Base CDP-Athanolamin synthetisiert wird, Neben dem Diglyceridanteil
kann ein analoges 1-Alkyl-2-Acylglycerin als Vorstufe dienen und zu cholin- bzw.
ithanolaminhaltigen Plasmalogenen fiihren. Diese Ubertragung ist von Kiyasu und
KenNeDY (15) in der Rattenleber nachgewiesen worden. Der Vollstindigkeit halber
soll ein kurzer Uberblick iiber die Synthese von Phosphatidyl-Inosit (PI), -Serin (PS),
-Glycerin (PG) und Cardiolipin (DPG) gegeben werden.

HuesscHER (17) und BorRKENHAGEN, KeNNeDY und FieLping (18) schliefen eine
Ubertragung von O-Phosphoserin vom CDP-Serin auf 1,2-Diglycerid analog der
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beschriebenen Bildung von Lecithin aus. Statt dessen substituiert Serin die Base
Athanolamin in einer isoenergetischen Reaktion aus PA:

Phosphatidylithanolamin (PA) + L-Serin == Phosphatidylserin + Athanolamin

Die Untersuchungen von Kanrer und KENNEDY (19) ergaben, dafl die Synthese des
wichtigsten Phospholipids in E. coli — Phosphatidylithanolamin — auf einem ganz
bestimmten Weg abliuft:

E. coli bildet durch Ubertragung des Diglycerids vom CDP-Diglycerid auf Serin zu-
nichst PS, woraus nach Decarboxylierung PA entsteht.

BrREMER und GREENBERG (20) beschrieben, daff in Lebermikrosomen eine Umwand-
lung von Phosphatidylithanolamin zu Phosphatidylcholin durch schrittweise Methy-
lierung der Aminogruppe mit S-Adenosylmethionin als Methyldonator stattfindet.
Die physiologische Bedeutung dieser Reaktionsfolge, besonders in Neurospora crassa,
im Vergleich zur Neubildung wurde von BREMER (21) untersucht. Er stellte fest, daf}
sie fiir die Biosynthese von Lecithin in der eucaryoten Zelle weniger wichtig ist.
Dieses Liponukleotid-CDP-Diglycerid (12) wird aus CTP und Phosphatidsiure ge-
bildet, wobei die Cytidylgruppen durch Pyrophosphorylyse wie folgt iibertragen
werden:

Phosphatidsiure + CTP == CDP-Diglycerid + PP; |

In den Geweben von Siugern sind CDP-Diglyceride Zwischenstufen in der Trans-
ferreaktion auf Myoinosit (AGRANOFF, PauLus und KENNEDY):

CDP-Glycerid + Myoinosit = Phosphatidylinosit + CMP

und in der auf 3-Glycerophosphat unter Bildung von Phosphatidylglycerophosphat,
das anschliefend dephosphoryliert wird:

CDP-Diglycerid + 3-Glycerophosphat — Phosphatidylglycerophosphat + CMP-
Phosphatidylglycerophosphat — PG + Py

Krvasu hat zeigen konnen, dafl bei der Synthese von Cardiolipin CDP-Diglycerid
als Donator des Diglyceridanteils bei der Ubertragung auf Phosphatidylglycerin
dient.

Diese Reaktion wurde in E. coli nachgewiesen (22, 23).

Diese sehr kurze Zusammenfassung der biosynthetischen Wege der verschiedenen Phos-
pholipidklassen soll zu einigen Problemen iiberfiihren, die sich ergeben, wenn man die
Einzelheiten der Biosynthese der beiden hauptsichlichen Phospholipide PC und PA
untersucht. Es sollen Fragen diskutiert werden, die sich auf die Struktur, Herkunft
und Funktion des lipophilen und hydrophilen Teils von PA und PC beziehen, und
solche, die mit der Topologie der Synthese innerhalb der Zelle zusammenhingen.

1) Hydrophober Teil des PL-Molekiils — (s. S. 12)

Eingangs wurde Bezug genommen auf die asymmetrische Verteilung der Fettsiuren
mit den ungesittigten Fettsiuren vorwiegend in Position 2 (24, 25).

Es ist bekannt, daf die Fettsiurezusammensetzung von PA und PC in verschiedenen
Membranen der Zelle unterschiedlich ist, und daf} die Fettsiurebesetzungen der Phos-
pholipide und der Triglyceride sehr deutlich verschieden sind. Die vorhin beschrie-
benen Synthesewege wiirden jedoch beinhalten, dafl die molekularen Species von
Triglyceriden und den verschiedenen Phospholipiden identisch sein miifiten. Die
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besonderen Merkmale der Lipidklassen erfordern daher Steuerungsmechanismen, die
zu der asymmetrischen Fettsiureverteilung und den Unterschieden in den Lipid-
klassen fithren. Wihrend bisher beziiglich der letztgenannten Beobachtung nur wenig
bekannt ist, sind in den Laboratorien von LANDS, VAN DEENEN und StorreL Un-
tersuchungen mit dem Ziel durchgefiihrt worden, Einblick in den Ursprung der asym-
metrischen Fettsiureverteilung zu gewinnen. LANDs untersuchte die Acylierungsreak-
tion von Lysolecithinen und Lysokephalinen und nahm an, dafl es sich bei dieser
Reacylierung von Lysoverbindungen um einen wesentlichen Mechanismus handeln
konne. Das Auftreten der Phospholipasen Ay und Az in Mitochondrien-, Mikroso-
men- und besonders Lysosomen-Frakticnen fiihrt offensichtlich zur kontinuierlichen
Bildung von Lysophospholipiden, die anschliefend durch Acylierung mit Acyl-CoA-
Estern schnell rekonstituiert werden konnen.

LANDs (26) hat nachgewiesen, dafl die 1-Position vorzugsweise acyliert wird von
einer Transferase mit hoherer Affinitit fiir gesittigte Fettsiuren, die z. B. die Uber-
tragung von Stearinsiure (18:0) viel besser katalysiert als die von Linolsdure (18:2).
VAN DEN Bosch (27) bewies, da die Acylierung von 2-Acylglycerophosphorylcholin
am schnellsten erfolgt durch 18:0 > 16:0 > 12:0 > 18:1 > 18:2.

Die Acyliibertragung auf die Position 2 des Glycerophosphats wird im allgemeinen
durch eine Transferase mit groferer Affinitit fiir hochungesittigte Fettsduren kata-
lysiert (26, 27, 28). In diesem Punkt scheint allgemeine Ubereinstimmung zu be-
stehen. Man konnte diese Feststellung dahingehend erweitern, dafl man sagt, je lin-
ger die Kette der mehrfach ungesittigten Fettsduren, um so vollstindiger die Acylie-
rung. Bei der hheren Affinitit der mehrfach ungesittigten Fettsiuren fiir die Trans-
ferase konnte es sich um eine strukturelle Beziehung der Systeme von cis-Olefin-
bindungen zum Enzym handeln, sie konnte jedoch auch Ausdruck einer besseren
Léslichkeit sein. Untersuchungen mit strukturell unnatiirlichen Isomeren machen es
unwahrscheinlich, daf es fiir jede einzelne ungesittigte Fettsiure eine spezifische
Transferase gibt (28, 29).

Die Art der in Position 1 vorhandenen Fettsiuren hat einen deutlichen Einflufl auf
die Akzeptorfunktion der betreffenden Lysoverbindung (28). Gesittigtes Lyso-
lecithin wurde mit ungesittigtem Lysolecithin als Akzeptor verglichen, und ein-
zelne Fettsiuren mit zunehmender Anzahl von Doppelbindungen und Paaren kon-
kurrierender Fettsiure-Coenzym-A-Ester als Substrate in der Acylierungsreaktion
untersucht. Gesittigtes Lysolecithin bevorzugt di-, tri- und tetraenoische Fettsiuren
gegeniiber monoenoischen und gesittigten Fettsiuren. Beim Einsatz von zwel kon-
kurrierenden Fettsiuren mit zwei oder mehr Doppelbindungen in dieser Reaktion
erfolgt ein fast iquimolarer Einbau.

Mit Lysolecithin (18:2 in Position 1) wurde eine gesteigerte Acylierung beobachtet.
Die Priferenz der ungesittigten Acylreste ist noch ausgeprigter. Treten Palmitinsdure
und Linolensiure als Konkurrenten in der Acylierungsreaktion des ungesdttigten Ly-
solecithins auf, so unterdriickt dieses den Einbau der Palmitinsiure viel stirker
(1:27,5) als gesittigtes Lysolecithin es tut (1:5,6).

Neben Enzymspezifititen konnten die vaN-pDER-WaALs-Krifte zwischen der Acyl-
kette in Position 1 des Akzeptors und der des Acyl-CoA-Ester-Substrats eine mog-
liche physikalische Erklirung fiir die verschiedenen Akzeptoreigenschaften der ge-
sittigten und ungesittigten Lysolecithine geben.

2 Schettler, Phospholipide
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Lysophosphatidsdure (29) mit Palmitinsdure in Position 1 baut Siduren allein oder
konkurrierend mit Fettsiuren unterschiedlichen Sittigungsgrades in dquimolaren
Verhiltnissen in groflem Mafle ein. Die Ergebnisse der UTRECHT- (30) und der Kol-
ner Gruppe in bezug auf die Spezifitit der Acylierungsreaktion von Lysophosphatid-
sdure stimmen nicht {iberein.

Wihrend vaN DEENEN et al. eine Priferenz des Einbaus fiir ungesittigte Fettsiuren
in die freie Position 2 der Lysophosphatidsiure fanden, beobachteten STOFFEL
et al. vergleichbare Raten der Ubertragung gesittigter und ungesittigter Fettsdure-
reste. \

Eine geringe Positionsspezifitit bei der Veresterung von 3-Glycerophosphat wurde
auch von LanDs (26) beobachtet, aber kiirzlich hat er eine spezifische Acylierung an
Phosphatidsiure in Betracht gezogen (31).

ELovsoN u. a. (32) berichteten in einer vorliufigen Mitteilung iiber den Einbau von
markierten Fettsiuren und Glycerin in Leberlipide in vivo. Diglyceride, Phosphatid-
siuren und Lecithine wurden isoliert und die Fettsiureverteilung in den Positionen
1 und 2 bestimmt. In den drei Klassen wurde eine asymmetrische, ausgeprigt posi-
tionsbezogene Spezifitit fiir die verschiedenen Fettsiuren beobachtet. Die spezifi-
schen Radioaktivititen in diesen drei Klassen weisen auf eine echte Beziechung zwi-
schen Vorstufe und Produkt hin. Es gibt- keine Erklirung fiir die abweichenden
Ergebnisse bei der Acylierung von Glycerophosphat und Lysophosphatidsiure und
keine befriedigende Antwort auf die Frage, wann und wie die asymmetrische Fett-
siureverteilung der Phospholipide zustande kommt. Moglicherweise bildet eine
Selektivitit der CDP-Cholin-Diglycerid-Phosphorylcholintransferase fiir besondere
Arten von Diglyceriden die Grundlage fiir die asymmetrische Verteilung. Mupp u. a.
(33) priiften jedoch drei Diglyceride mit 4, 2 und 1 Doppelbindung im Diglycerid
und fanden keinerlei Spezifitit fiir mehrfach ungesittigte Diglyceride.

Dariiber hinaus kdnnten sekundir Diglyceride fiir die Biosynthese von Triglyceriden
und PL entstehen durch die Umkehr der CDP-Cholindiglyceridphosphorylcholin-
transferase-Reaktion und damit das Bild noch komplizierter gestalten.

2) Die hydrophile Gruppe der Phospholipide bestimmt in groflem Mafle die Eigen-
schaften dieser Molekiile, und von diesen stellen die Cholin und Athanolamin ent-
haltenden Lipide die zwei Hauptklassen. Es liegt auf der Hand, dafl die rdumlich
grofle Trimethylammoniumgruppe im Vergleich zum Athanolamin im wifirigen
Milieu andere Eigenschaften besitzt.

Wenn Cholin nicht mit der Nahrung zugefithrt wird, kann es durch schnelle Methy-
lierung von Athanolamin oder Phosphorylithanolamin synthetisiert werden. Es gibt
zwar eine Cholinkinase, aber alles Suchen nach einer Athanolaminkinase blieb bis-
her erfolglos; KENNEDY (12, 16) vermutete jedoch deren Vorhandensein in der Zelle.
Athanolaminphosphat kann direkt auf einem bis jetzt unbekannten Weg aus Serin
entstehen. Kiirzlich wurde eine andere Moglichkeit aufgekldrt, die vom Serin
iiber Dihydrosphingosin zum Athanolaminphosphat fiihrt, wobei letzteres dann
wirksam zu Cholin methyliert und in die zu Beginn umrissene Sequenz eingebaut
wird (34).

Wenn man die Wege der Biosynthese von Phospholipiden in der Siugetierzelle un-
tersucht, ergeben sich gewisse topochemische Fragen. Eine Anzahl von Laboratorien
hat sich bemiiht, den Ort der Phospholipidsynthese zu lokalisieren. Heute ist
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bekannt, daff das Enzym, das die langkettige Fettsaure aktiviert, hauptsichlich auf
den Membranen des endoplasmatischen Retikulums vorhanden ist. Auch die Acyl-
transferasen kommen in der Mikrosomenfraktion und in der dufleren Mitochondrien-
membran vor, nach STEIN und STEIN (35) ebenfalls in der Zytoplasmamembran. Un-
sere Beobachtung (36), daff Lysophospatidsiure durch Transferase der dufleren Mito-
chondrienmembran aktiv acyliert wird, wurde kiirzlich von Wojrczak und seinen
Mitarbeitern (37) bestitigt. Lanps (38) jedoch behauptet, dafl nur die Mikrosomen
Transferasen enthalten. Phosphatidsiurephosphohydrolase ist in den Lysosomen lo-
kalisiert (39).

So ergibt sich die Frage, was verhindert den weiteren Abbau des Diglycerids in den
Lysosomen, da bekannt ist, dal Lysosomen eine Lipase und Phospholipase A1 und As
enthalten. Die Phosphorylcholindiglyceridtransferase wiederum wird in der Mikro-
somenfraktion gefunden. Alle diese Enzyme kommen auch in der dufleren Mitochon-
drienmembran vor, obwohl das endoplasmatische Retikulum den Hauptort der
Phospholipidsynthese darstellt. Die Enzymausstattung der dufleren Mitochondrien-
membran kann ihren Ursprung widerspiegeln und zur Autonomie der Mitochon-
drien beitragen. Im Augenblick liflt sich sehr wenig iiber die Steuerung der Phos-
pholipidsynthese sagen. Was setzt sie in Gang und was schaltet sie ab? Untersucht
man die Biosynthese gewisser Lipoproteine der Mitochondrien, erhilt man Hinweise
dafiir, dafl die Apoproteinsynthese der Lipoproteine die Phospholipidsynthese
steuert. Eine andere Frage lautet: Wie wird das neu synthetisierte Phospholipid
mit seinem Enzym-Protein zum Ort seiner Funktion transportiert, z. B. zur Mito-
chondrienmembran, Kernmembran oder Zytoplasmamembran?

Die Hauptwege der Biosynthese von Phospholipiden sind bekannt, es fehlen aber
noch wichtige Einzelheiten. Die Enzymreaktionen sind nicht eingehend erforscht, und
mit Ausnahme von Glycerokinase ist kein Enzym rein dargestellt worden. Unbekannt
ist die Anzahl der Transferasen. Eine fiir jede Fettsiure oder nur eine fiir jede Posi-
tion mit unterschiedlichen Affinititen fiir jede Siure? Welche Bedeutung kommt den
mehrfach ungesittigten Fettsiuren in der Stellung 2 und nicht in der Position 1 des
Glycerophosphats zu? Was bestimmt das recht konstante Verhiltnis der Synthese von
PC und PA in Membranen? Alle diese und mehr Fragen gestalten die Forschung auf
dem Gebiet der Phospholipidsynthese interessant und bedeutungsvoll.
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