Acetyl-Coenzym A und andere S-Acyl-Verbindungen bei der

Energieausnitzung in der lebenden Zelle

Von Dr. H. HOLZE R, Miinchen
Chemisches Institut der Universitit Miinchen, Biochemische Abteilung

Das energiereiche Primirprodukt der Brenztraubensiure-Oxydation (,,aktivierte Essigsiure®) ist als

S-Acetyl-Verbindung des Coenzym A erkannt worden. Eine Reihe von Beobachtungen spricht dafiir,

daB auch bei der dehydrierenden Decarboxylierung von «-Ketoglutarsiure und bei der Triosephosphat-

Dehydrierung primir S-Acyl-Bindungen aufgebaut werden. Der Energieinhalt dieser Bindungen wird

zur Synthese von Adenosintriphosphat aus Adenosindiphosphat und anorganischem Phosphat ausge-

niitzt. Die Bedeutung dieser Befunde im Hinblick auf die Mechanismen der Energieausniitzung bei der
Kohlenhydratoxydation wird besprochen.

Seit etwa 15 Jahren gewinnt die thermodynamische
Betrachtung der Reaktionsfolgen in der Zelle im-
mer mehr Bedeutung. Wir verdanken diesen Uberlegun-
gen ein tiefgehendes Verstdndnis fiir das Wechselspiel von
Synthese und Abbau in der lebenden Zelle. Weiterhin be-
steht ein gewichtiges, heuristisches Moment der Anwen-
dung von thermodynamischen Gesichtspunkten in der
Moglichkeit, die Gleichgewichtslage einer enzymatisch ka-
talysierten Reaktion vorherzusagen und energetisch nicht
mogliche Reaktionswege bei Arbeitshypothesen auszu-
schlieBen.

Erste Einblicke in die Koppelung einer Energie liefern-
den und Energie verbrauchenden Reaktion gewann O.
Meyerhof*) beim Studium der Triosephosphat-Dehydrie-
rung. Hier ist die mit Freisetzung von Energie verbundene
Dehydrierung eines Aldehyds (Reaktion 1) in einem sto-
chiometrischen Verhiltnis gekoppelt mit der Energie be-
notigenden Synthese von Adenosin-triphosphorsdure (ATP)
aus Adenosin-diphosphorsidure (ADP) und anorganischem
Phosphat (Reaktion 2). Die experimentell beobachtete
Bilanzreaktion ist in Gleichung (3) wiedergegeben.

(1)*) 3-Phosphoglycerinaldehyd 4 DPN+ —
3-Phosphoglycerinsédure + DPN—H + H*
(2) anorg. Phosphat + ADP — ATP

(3)==(1)+ (2) 3-Phosphoglycerinaldehyd + DPN* + anorg.
Phosph. + ADP = 3-Phosphoglycerinsaure +
DPN-H 4 H+ + ATP

*) DPN+ = oxydierte Form von Diphospho-pyridinnucleotid
(Codehydrase I); DPN—H 4+ H* = reduzierte Form von
Diphospho-pyridinnucleotid.

Die Aufklirung des chemischen Zusammenhanges beider
Reaktionen brachten Untersuchungen von Warburg?) und
Biicher?). Mit den isolierten, kristallisierten Fermenten
konnte der Reaktionsmechanismus wie folgt formuliert
werden:

(4) 3-Phosphoglycerinaldehyd 4 anorg. Phosph. + DPN+

_ Triosephosphat- i hogl e _ M+
S Jehydrase 1,3-Diphosphoglycerinsdure + DPN—H 4 H
. - ' 2. phosphatiibertragendes
- D 2
(5) 1,3-Diphosphoglycerinsdure + ADP = Form ent

3-Phosphoglycerinsaure + ATP.

Damit war eine grundlegende Erkenntnis gewonnen:
die energetische Koppelung von Reaktionen wird in der
lebenden Zelle durch Energiespeicherung in chemi-
scher Form erméglicht. Die Zelle umgeht demnach die
mit Energieverlusten verkniipfte Transformierung von che-
mischer Energie in Wdirmeenergie, elektrische Energie

'17) 0. Melyerhof, P. Ohlmeyer u. W. Mdhle, Biochem. Z. 297, 90, 113

[1938
2y O. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 303, 40 [1939].
3) Th. Biicher, Biochim. Biophys. Acta 1, 292 [1947].
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usw., wie dies der Techniker tut, wenn er beispielsweise das
energiereiche System Kohle und Sauerstoff zur Synthese
des energiereichen Wasserstoffsuperoxyds aus Wasser und
Sauerstoff ausniitzt. Hierzu wird mit Kohle und Sauer-
stoff Wiarme erzeugt, diese in mechanische und schlieflich
elektrische Energie iibergefithrt und zur ,,Synthese von
Wasserstoffsuperoxyd durch anodische Oxydation be-
niitzt.

Es hat sich gezeigt, daB das Adenylsdure-System nicht
nur bei der Triosephosphat-Dehydrierung zur Energiekon-
servierung dient. Ganz allgemein koénnen wir heute die
biologischen Reaktionen vom energetischen Gesichtspunkt
in 2 Klassen einteilen (4):

Energie liefernde Reaktionen

Energie verbrauchendeReaktionen

gekoppelt mit gekoppelt mit
anorg. Phosph. + ADP — ATPH ATP — ADP + anorg. Phosph.

Das Adenosintriphosphat spielt hierbei die Rolle
des Energietransporteurs. Es diffundiert von den
Stellen der Erzeugung zu den Verbrauchsorten.

Noch allgemeiner kann man das durch ATP vermittelte
Ineinandergreifen von Dissimilation (Energie liefernde
Reaktionen) und Assimilation (Energie verbrauchende
Synthesen) durch die Gleichung kennzeichnen (s. Kal-
ckar))

i—AF| = |+AF]

(Dissimilation)  (Assimilation)

wobei AF den absoluten Betrag der freien Energie
der beteiligten Reaktionsfolgen bedeutet und irreversible
Energieverluste durch das Zeichen = beriicksichtigt sind.

Bei heterotrophen Organismen bestehen die Energie lie-
fernden Prozesse im Abbau von mit der Nahrung zuge-
fuhrten organischen Substanzen. Die Hauptenergiequelle
ist bei Sdugetieren und bei einer groBen Zahl anderer Lebe-
wesen das Kohlenhydrat. In Bild 1 ist der Weg des
oxydativen Abbatues von Glucose ausgehend skizziert, wo-
bei nur die Reaktionsschritte aufgezeichnet wurden, bei
welchen ein Energiegefélle besteht, das von der Zelle zur
ATP-Synthese beniitzt wird.

Die beim Aufbau von ATP aus ADP neu erzeugte Pyro-
phosphat-Bindung enthilt etwa 10,5 kcal/Mol®). Man
ersieht aus dem Schema, daB bei der volligen Oxydation
von 1 Mol Glucose, wobei 686 kcal an freier Energie
verfiigbar werden, 38 Mole ATP synthetisiert werden kén-
nen. Das heifit, die Zelle hat die Moglichkeit, 38x10,5 =
1) Zusammenfassungen: H. M. Kalckar, Chem. Rev. 28, 71 [1941];

F. Lipmann, ‘Adv. Enzymology I, 99 [1941]; F. Lynen, Natur-

wiss. 30, 398 [1942]; Th. Biicher, diese Ztschr. 62, 256 [1950].

5) P, Oesper: Phosphorus Metabolism; Baltimore 1951; The
Johns Hopkins Press, S, 525,
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400 kcal, das sind etwa 609, der theoretisch moglichen
Energie, in Form von fiir Synthesen verwertbarer ATP-
Energie zu konservieren.
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Bild 1
ATP-Erzeugung bei der Kohlenhydratoxydation

ph = anorganisches Phosphat, ADP = Adenosindiphosphat,
ATP = Adenosintriphosphat, CoA = Coenzym A

ATP-Erzeugung beim
oxydativen Kohlenhydratabbau

Betrachtet man die einzelnen Reaktionsschritte naher,
die mit der ATP-Synthese gekoppelt sind, so wird deut-
lich, daB es sich um zwei prinzipiell verschiedene Mecha-
nisment handelt.

Zur ersten Gruppe gehoren Vorgénge, die unter aeroben
und anaeroben Bedingungen ablaufen konnen. Bei den
mit Dehydrierungen verkniipften Reaktionen dient unter
aeroben Bedingungen Sauerstoff als Wasserstoff-
acceptor, wihrend unter anaeroben Bedinguhgen ge-
eignete Substrate den Wasserstoff aufnehmen.

Folgende Reaktionsschritte sind beteiligt:

1) Triosephosphat-Dehydrierung

2) Phosphat-Ubertragung von Phospho-brenztrauben-
siure auf Adenosin-diphosphat

3) Dehydrierende Decarboxylierung von Brenztrauben-
saure

4) Dehydrierende Decarboxylierung von «-Ketoglutar-
sdure. ‘

Kennzeichnend fiir die genannten Reaktionen ist, daB
sie mit im Zuge des Abbaues stattfindenden Veranderun-
gen an den Substraten obligatorisch gekoppelt sind, wes-
‘halb die Sammelbezeichnung ,,Substratphosphorylie-
rungen‘ zur Abgrenzung von der im folgenden zu be-
sprechenden ,,Atmungskettenphosphorylierung® einge-
fithrt wurdet 7).

Der zweite zur ATP-Synthese befihigte Reaktionstypus
ist die Ubertragung des Wasserstoffs von den Dehydrasen
iiber die Kette der an der Atmung beteiligten Fer-
mente auf den Sauerstoff. Hierbei ist es belanglos, von
welchem Substrat der Wasserstoff abgelost wird. Uber

%) F. Lynen u. H. Holzer, Liebigs Ann. Chem, 563, 213 [1949].
1) F. Lynen u, R. Koenigsberger, Liebigs Ann. Chem. 573, 60 [1951].
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den Chemismus dieser Reaktionskoppelung (,,Atmungs-
kettenphosphorylierung*) ist bis heute nichts be-
kannt. Interessant ist aber, daB die ATP-Synthese nicht
obligat mit der Wasserstoff-Ubertragung durch die Fer-
mentkette der Atmung verkniipft ist.

Die quantitative Bedeutung der Atmungskettenphos-
phorylierung ist wesentlich gréBer als die der Substrat-
phosphorylierungen. Beim aeroben Kohlenhydratabbau
fallen auf die Atmungskettenphosphorylierung 9/10 der
in Form von ATP gewinnbaren Energie, Die Substrat-
phosphorylierungen haben demnach unter aeroben Be-
dingungen nur eine untergeordnete Bedeutung. Fur
Anaerobier dagegen sind die Substratphosphorylierungen
der einzige Reaktionsmechanismus, bei welchem ATP fiir
synthetische Leistungen gewonnen werden kann.

Geht man von Glucose als Substrat aus (Bild 1), so
kann die Erzeugung von ATP bei der Phosphat-Ubertra-
gung von Phospho-enol-brenztraubensdure auf ADP fiir
den Energiegewinn der Zelle unberiicksichtigt bleiben
2 Molekeln ATP pro Mol umgesetzter Glucose werden nidm
lich fiir die einleitenden Phosphorylierungen gebraucht und
gehen damit fiir andere Energie verbrauchende Reaktionen
verloren. Diese in Hexose-diphosphat festgelegten Phos-
phat-Gruppen treten bei der Phosphat-Ubertragung von
Phosphobrenztraubensdure wieder als Adenosin-triphos-
phat auf, und man kann sich vereinfachend vorstellen, daB
es gerade diese beiden Molekeln ATP sind, die im Kreislauf
wieder zur Hexosephosphorylierung beniitzt werden.

Fir den Chemismus der Atmungskettenphosphorylie-
rung bestehen nur Hypothesen. Dagegen haben die Ar-
beiten der letzten Jahre zu einer weitgehenden Aufklarung
des Chemismus der Substratphosphorylierungen gefiihrt.
Im folgenden sollen diese Erkenntnisse besprochen werden.

Dehydrierende Decarboxylierung
von Brenztraubensiure

Das primédre Oxydationsprodukt der Brenztraubensdur
steht seit langem im Brennpunkt des Interesses ‘der Bio
chemiker. Von H. Wieland und seiner Schule begonnene
Untersuchungen8) haben Anhaltspunkte dafiir ergeben,
daB es sich um eine Substanz handle, die mit Essigsdure
zwar nicht identisch, aber ihr sehr nahe verwandt ist. F.
Lynen®) hat deshalb die Bezeichnung ,,aktivierte Essig-
sdure‘ vorgeschlagen, und C. Martius ist es endgiiltig ge-
lungen, den direkten Ubergang von Brenztraubensiure in
»aktivierte Essigsdure zu demonstrieren'?). Insbeson-
dere .Isotopenversuche haben gezeigt, daB ,,aktivierte
Essigsdure’ der Ausgangspunkt fiir die verschiedensten
Synthesen in der Zelle ist.

Im Zusammenhang mit der Kohlenhydrat-Oxydation
ist von besonderer Bedeutung, daB ,,aktivierte Essig-
sdure’’ mit Oxalessigsidure die Synthese von Citronen-
saure ermdglicht. Auf diesem Wege wird der zur vélligen
Oxydation von Essigsdure fiihrende Citronensaurecyclus
eingeleitet.

Da man seit den Untersuchungen von Meyerhof*) und War-
burg?) die iiberragende Rolle der Phosphorsédure undihrer
Verbindungen fiir den Energiestoffwechsel kennt und ande-
rerseits die verschiedenen von ,,aktivierter Essigsdure‘‘ aus-
gehenden Synthesen nur unter Energieverbrauch moglich
sind, lag es am nichsten, in dieser Substanz ein energie-
reiches Derivat der Phosphorsaure zu vermuten. Hiervon

8) Zusammenfassende Darstellung: C. Martius u. F. Lynen, Adv.
%) Enzymology 10, 167 [1950].

F. Lynen, Liebigs Ann. Chem. 552, 270 [1942].
10y C, Martius, Hoppe-Seylers Z, physiol, Chem, 279, 96 [1943].
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ausgehend hat Lynen bereits 1940'!) Acetylphosphorsaure
synthetisiert. Die Verbindung erwies sich aber im Stoff-
wechsel der Hefe und des tierischen Gewebes als vOllig wir-
kungslost® 12 13). Von F. Lipmann't), E. R. Stadtman
und H. A. Barker®) wu de zwar gezeigt, daf Acetylphss-
phat in gewissen Bakterien die Rolle der ,aktivierten
Essigsdure’‘ dibernehmen kann, bzw. in diese dbergehen
kann, aber der Stoffwechsel dieser Bakterien blieb beziig-
lich der Verwertung von Acetylphosphat ein Sonderfall.

Aohlenhydrar
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Stellung der ,,aktivierten Essigsaure'' im Stoffwechsel

Coenzym A

Einen wesentlichen Fortschritt erbrachten Studien von
D. Nachmansohni®) iiber die Acetylierung von Cholin
durch eine spezifische Proteinfraktion aus Kaninchenhirn,
sowie Untersuchungen von F. Lipmann?) {iber die durch
Taubenleber katalysierte Acetylierung von Suilfanilamid.
In beiden Fillen diente ATP als Energiedonator, und es
konnte die Beteiligung eines neuen Coenzyms nachgewie-
sen werden, das F. Lipmann Coenzym A nannte. Die
Acetylierungsreaktion des Sulfanilamids wurde zu einem

(6) ATP .+ Acetat + NH,—-<—>—SOZNH2 _Coenzym A

CH,,—CO—NH—QSO,NH,, + ADP + anorg. Phosphat

relativ einfachen Test fir Coenzym A ausgearbeitet.

Man fiihrt das freie Sulfanilamid in einen Azofarbstoff

tber, dessen Konzentration ein MaB fiir die jeweils vor-

liegende Menge an nicht acetyliertem Sulfanilamid ist.

Hierdurch kann die Kinetik der Acetylierungsreaktion er-

faBt werden. Wihlt man die Mengen der Reaktionspartner

so, daf} die Coenzym A-Konzentration unterhalb der Sit-
tigung des wirksamen Proteins liegt, wihrend die -anderen

Komponenten im UberschuB vorliegen, so wird die kolo-

rimetrisch meBbare Geschwindigkeit der Reaktion ein MaB

fir die Konzentration an Coenzym A.

In der Folgezeit wurde die enge Beteiligung von Coenzym

A an allen Reakiionen, die von ,aktivierter Essigsaure*

ausgehen, immer deutlicher. S. Ochoq®) und F. Lipmann??)

demonstrierten die Notwendigkeit von Coerizym A neben

ATP fiir die Citronensiure-S ynthese aus Essigsiure und

Oxalessigsdure. F. Lipmann2®) konnte den Ubergang von

Essigsdure in Acetessigsdure bei Einsatz von ATP und ka-

1) F. Lynen, Ber. dtsch. chem. Ges, 73, 367 [1940].

12y F. Lynen u. N. Neciullah, vgl. Neciullah, Dissert. Miinchen 1941,

18) F. E. Hunter u. L. F. Leloir, J. biol. Chemistry 159, 295 [1945].

W) F, Lipmann, Adv, Enzymology &, 231 [1946].

15) [E94}gl Stadtman u. H. A. Barker, J. biol. Chemistry 174, 1039
1946].

18) D, Nachmansohn u. A. L. Machado, J. Neurophysiol. 6, 397
[194?]; D. Nachmansohn u. M. Berman, J. biol. Chemistry 165,
551 [1946].

17y F. Lipmann, J. biol. Chemistry 160, 173 (1945]; F. Lipmann
u. N. O. Kaplan, ebenda 162, 743 [1946].

18y J. R. Stern u. S, Ochoa, ebenda 179, 491 [1948].

19) G. D. Novelli{ u. F. Lipmann, ebenda 182, 213 [1950].
20y M. Soodak u. F. Lipmann, ebenda 175, 999 {1948},
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talytischen Mengen Coenzym A nachweisen. Die aus all
diesen Versuchen zu ziehende Folgerung war, dafi die
,,JKombination ATP + Acetat + Coenzym A sich-im bio-
logischen Sysem wie ,,aktivierte Essigsdure’ verhdlt2t),

Bei der iiberragenden Bedeutung des Coenzym A fiir
eine Vielzahl von zentralen Stoffwechselreaktionen ist es
verstandlich, da8 auch die Konstitution des Coferx-
mentes eingehend bearbeitet wurde. Lipmann®?) konnte
Pantothensaure, Adenosin, Phosphorsiure und eine Schwe-
fel-haltige Amino-Verbindung als Bausteine sicherstellen.
Snell8) und Mitarbeiter konnten die Identitit von Lacto-
bacillus bulgaricus-Faktor mit einem Bruchstdck des Coen-
zym A beweisen und damit die genannte Schwefel-haltige
Verbindung als Thiodthanolamin (Cysteamin) aufkldren.
Die zur Zeit wahrscheinlichste Konfiguration zeigt Formel 1,

Lactobacillus bulgaricus-Faktor (Pantethein)
Pan!o hensiure
— fo
jos]
L]
/-
z\

Z
st
|
@]
o
In 2 oder 3-Stellung phosphory-
Yerte Adenosindiphosphorsiure

I
OH OH
Coenzym A (nach Novelli, Lipmann u. Mitarb. u. Baddiley u,
Mitarb. (s. Phosphorus Metabolism, Baltimore 1951, S. 205 u. 415)

Aus der Anordnung ist ersichtlich, daf es sich um eine
Dinucleotid-dhnliche Struktur handeit. Die eine Kom-
ponente ist Adenylsdure, die andere das Thiodthanol-
amin-Derivat der phosphorylierten Pantothen-
sdure. Die Formel enthilt aber noch Unsicherheiten, man
wird zur endgiitigen Kiarung die Reindarsteliung des
Coenzyms abwarten miissen?3?),

wAktivierte Essigsdure* = Acetyl-Coenzym A

Im vorhergehenden Abschnitt ist der Stand unseres
Wissens iiber das Problem der ,,aktivierten Essigsiure bis
zum Jahre 1950 geschildert. Bei dieser Sachlage gelang
F. Lynen®\ ) ein entscheidender Fortschritt, der die end-
giltige Ldsung des Problems bedeutete. Zwar waren be-
reits die Arbeitskreise um Ochoa und Lipmann zu der Er-
kenntnis gekommen, daB die ,,aktivierte Essigsdure ein
Acetyl-Derivat des Coenzym A darstelle, aber befangen
durch die etwa 1940 angebrochene ,,Phosphorsdure-Ara*,
hatte man die Wirkungsgruppe des Coenzym A in der
Phosphorsaure gesucht. F. Lynen, dem erstmalig die An-
reicherung von ,,aktivierter Essigsdure’ in Substanz ge-
lang, zog die SH-Gruppe des Coenzyms in Betracht und
konnte beweisen, daB es sich bei der wirksamen Substanz
um das am Schwefel acetylierte Coenzym A, also
ein Acylmercaptan handle:

Coenzym A—8—CO—CH,,
(Nach Lynen?®') bezeichnet das Symbol CoA den Rest des Coenzym A
ohne SH-Gruppe. Also: CoA—SH = CoA)

2y ﬁ.gslﬁlnen, E. Reichert u. L. Rueff, Liebigs Ann. Chem. 574, 1

28y F. Lipmann u. Mitarb., J. biol. Chemistry 186, 235 [1950].

) E. E, SneH u. Mitarb,, J. Amer. Chem. Soc. 72, 5349 [1950].

233) Vor kurzem konnten F. Lipmann u. Mitarb. ein auf Grund von
Formel I 90%iges Préaparat darstellen: J. Amer. Chem. Soc. 74,
854 [1952].

) F. Lynen u. E. Reichert, diese Ztschr. 63, 47 [1951].
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Die Anreicherung gelingt aus Alkohol oder Acetat oxy-
dierender Hefe durch Extraktion mit Phenol, Fraktio-
nierung der Ba-Salze und Adsorption an Kohle. Das er-
haltene Préparat acetylierte Sulfanilamid ohne Zusatz von
ATP und Acetat und war bei Ergdnzung mit den spezifi-
schen Proteinen zur direkten Acetylierung von Cholinzs),
sowie zur Acetylierung von Oxalessigsdure, wobei Citronen-
sdure resultiert, befdhigt?®). Es bestand demnach kein
Zweifel, daB die von Lynen angereicherte Fraktion ,,ak-
tivierte Essigsdure’’ enthielt. Die Bindung der aktiven
Acetyl-Gruppe an die SH-Gruppe des Coenzym A Kkonnte
Lynen durch folgende Reaktionen sicherstellen:

1) die Substanz gibt nach Behandlung mit J, keine Nitro-
prussid-Reaktion, da sie keine freien SH-Gruppen enthilt.
Zusatz von konz. Ammoniak ergibt langsame Hydrolyse, und
gleichzeitig tritt die Farbreaktion mit Nitroprussid-Natrium in
steigendem Mafle auf. Diese ,,verzogerte Nitroprussidreaktion‘
kann auch zur quantitativen, kolorimetrisehen Bestimmung von
Acetyl-Coenzym A beniitzt werden??).

2) Bei der enzymatischen Acetylierung von Sulfanilamid mit
dem Acetyl-Coenzym A-Priparat nimmt die mit der ,,verzigerten
Nitroprussid-Reaktion* kolorimetrisch bestimmbare Konzentra-
tion an S-Acyl-Gruppen in gleichem Mafle ab, wie freies Sulfanil-
amid verschwindet?®).

3) Bei der Citronensdure-Synthese?®) wird die der ent-
stehenden Citronensiure dquivalente Menge an SH-Gruppen frei-
gesetzt.

4) Die Substanz ist wie andere Acylmercaptane stark empfind-
lich gegen Quecksilber. Sie zerfillt in Acetat und das Hg-Salz
des Coenzym A.

5) Jodessigsdure inaktiviert Coenzym A schnell durch irre-
versible Reaktion mit der freien SH-Gruppe. Acetyl-Coenzym A
dagegen ist gegen Jodessigsdure unempfindlich.

6) Die Aktivitit des Priparates geht im alkalischen Milieu
sehnell verloren, wihrend im sauren Bereich bei tiefen Tempera-
turen kein Wirkungsverlust eintritt. Diese Eigenschaft ist cha-
rakteristisch fir alle Acyl-mercaptane.

7) Coenzym A als Mercaptan-Komponente der ,,aktivierten
Essigsaure* wurde dureh Versuche von B. R. Stadiman?®) dadurch
endgiiltig bewiesen, dall das System Acetylphosphat + Coenzym A
+ Phosphotransacetylase (s. Gleichung 8) Acetyl-Coenzym A lie-
fert, das genau so zur Citronensiure-Synthese befihigt ist wie das
Acetyl-Coenzym A-Priparat von Lynen bei Inkubation mit Oxal-
espigsdure und dem ,,kondensierenden Enzym* von Ochoa.

Damit war sichergestellt, daB die Wirkungsgruppe des
Coenzyms A in der SH-Gruppe des Thiodthanolamin-An-
teils zu suchen ist und die Funktion des Coenzyms die einer
Co-Transacetylase ist, vollig analog zu einer Reihe anderer
Cofermente, die Wasserstoff, Phosphat-Gruppen oder
Amino-Gruppen iibertragen. Diese Erkenntnis machte es
moéglich, den Mechanismus der von Coenzym A ab-
hingigen Acetylierungsreaktionen detailliert zu for-
mulieren. Allgemein gilt folgende Formel2!):

Acetyl-D - CoA~SH 4-! - Acetyl—-A
' |
|
D« L, CoA~-5—CO—CH, | a
Acetyldonator Acetyl-libertragendes Acetylacceptor

Coferment

Eines der wichtigsten Acetyldonator-Systeme ist das
System ATP + Acetat. Lynen und Hilz3°) haben aus Hefe
und der Arbeitskreis um Lipmann®®) aus Taubenleber
eine Protein-Fraktion angereichert, welche dieses System
zur Acetyl-CoA-Synthese verwerten kann:

() ATP + Acetat + Coenzym A =
Acetyl-Coenzym A + ADP + anorg. Phosph.

2) F, Lynen u. 0. Wieland, unveréffentl. Versuche. .

%) J. R. Stern, S. Ochoa u. F. Lynen, Fed. Proc. 1952, im Druck.

22y F. Lynen, Liebigs Ann. Chem. 574, 33 [1951]. ) .

8) F, Lynen u. M. Biihler, vgl. Diplomarbeit M. Biihler, Miinchen
1951. * .

29) E. R. Stadtman, Gordqn Research Conferences 1951.

30) F. Lynen u. H. Hilz, unveroffentl, Versuche, X

30a) T. C. Chou, G.D. Novelli, E.R. Stadtman, u. F. Lipman, Fed.
Proc. 9, 160 [1950].
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Das hier wirksame Ferment (oder Fermentsystem) ist
es, das die im vorhergehenden beschriebenen Acetylierungs-
reaktionen bei Anwesenheit von ATP, Acetat und Coenzym
A ermdiglichte. Ein weiteres, von Stadtman und Barkerd!)
beschriebenes Acetyldonator-System stellt Acetylphosphat
mit Phosphotransacetylase aus Bakterien dar:

8) Acetylphosphat + Coenzym A =
Acetyl-Coenzym A + anorg. Phosph.

Dieses, nur in gewissen Bakterien vorkommende Enzym
ist verantwortlich fiir die Wirksamkeit von Acetylphosphat
als Ersatz fiir ,,aktivierte Essigsdure.

Sehr wahrscheinlich fithrt nach Lynen®?) auch der oxy-
dative Abbau der hoheren Fettsduren und der Acetessig-
sdure-Abbau unter Mitwirkung von Coenzym A zur re-
versiblen Entstehung von aktivem Acetyl332),

Energetische Verhiltnisse

Im Zuge des Kohlenhydratabbaues ist die dehydrierende
Decarboxylierung der Brenztraubensdure die Acetyldona-
tor-Reaktion. Vor der Besprechung der Reaktion soll aber
noch eine energetische Betrachtung eingeschaltet
werden.

Da ,,aktivierte Essigsdure‘‘ eine zu energieverbrauchen-
den Synthesen befahigte Verbindung ist, muB die Acyl-
Mercaptan-Bindung zu den energiereichen Bindungen im
Sinne Lipmanns gehoren. Dies wird verstdndlich, wenn
man bedenkt, daB es sich bei den Acylphosphaten ebenso
wie bei den Acylmercaptanen um Anhydride zwischen einer
Carbonsdure und dem Derivat einer schwachen anorgani-
schen Sdure (H,S bzw. Phosphorsdure) handelt. Vermut-
lich spielen fir den Energieinhalt der Acetyl-Coenzym A-
Bindung verhinderte Mesomeriemdglichkeiten des Coen-
zym A-Anteils?!) sowie die von 7. L. Hill und M. F. Mo-
rales®®) fiir den Energieinhalt von Phospho-enol-brenz-
traubensiure, Adenosindi- und Adenosintriphosphat dis-
kutierte, elektrostatische AbstoRung zwischen negativen
Ladungen der Molekel eine Rolle.

Experimentell ist der Energieinhalt der S-Acyl-
Bindung in Acetyl-Coenzym A von J. R. Stern, S. Ochoa
und F. Lynen gemessen worden®®),  Hierzu wurde die Ci-
tronensdure-Synthese aus Oxalessigsdure und Acetyl-Coen-
zym A (Gl. 9) mit der Bildung von Oxalessigsdure aus
Apfelsdure durch Apfelsauredehydrase (Gl. 10) gekoppelt.
Die Gleichgewichtskonstanten der Bilanzreaktion (GL 11)
sowie der Reaktion 10 wurden durch spektrophotometri-
sche Bestimmung der DPN-H-Konzentration gemessen
und hieraus die bei den Gleichungen angegebenen Betrige
fiir die freie Energie dei Reaktionen berechnet. Die Dif-
ferenz beider Betrdge ergibt die freie Energie der Reak-
tion (9).

(9)  Acetyl-CoA + Oxalacetat + H, 0= | AF

CoA 4 Citrat™ 4+ Ht — 7,7 keal

(10) Malat” 4 DPN+ = + 6,3 keal¥)
Oxalacetat” - DPN—-H + Ht+

— \
(11) Acetyl-CoA 4 Malat 4+ DPN+4 H,0 = - 1,4 kcal¥)
Citrat™ 4 CoA + DPN—-H + 2 H+ *) experimentell
Werte.

31) E, Rj Stadtman u. H. A. Barker, ]J. biol. Chemistry 180, 1117
[1949).

32) F, Lynen: Zitat®); s.
bolism, S. 234,

3) T. L. Hill u. M. F. Morales, Arch. Biochemistry 29, 450 [1950].

3%a) Neueste Befunde sprechen dafiir, daB auch bei der_ Synthese
der Saureamid-Bindung in Hippursiure Coenzym A be-
teiligt ist (H. Chanirenne, J. biol. Chemistry 189, 227 [1951]).
Dies eroffnet interessante -Aspekte fiir den Mechanismus der
biologischen Peptid-Synthese (Th. Wieland u. W, Schdfer,
diese Ztschr, 63, 146 [1951]).

a. H. A. Barker: Phosphorus Meta-
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Mit Hilfe der von N. 0. Kaplan®*) berechneten Energie-
dnderung bei der Citronensiure-Synthese aus Oxalessig-
siure und Essigsdure (+ 4,7 kcal) ergibt sich fiir den Ener-
gieinhalt der Acetyl-Coenzym A-Bindung ¢in Betrag von
7,71 + 4,7 = 12,4 kcal/Mol. Dieser Wert stimmt sehr gut
iiberein mit dem Wert, den Stadtman3s) bei der Analyse des
Phosphotransacetylase-Systems erhalten hat. Damit glie-
dern sich die Acylmercaptane der seit langerem bekannten
Gruppe von energiereichen Phosphat-Verbindungen ein.

Bedeutungsvoll ist in diesem Zusammenhang die wesent-
lich hohere Stabilitat der Acylmercaptane im Ge-
gensatz zu den Acylphosphaten bei der energetisch fiir die
Zelle nutzlosen Aufspaltung durch Wasser. So wird ver-
stdndlich, dafl die Zelle fiir die vielfaltig bendtigte und des-
halb in relativ hoher Konzentration vorliegende ,,akti-
vierte Essigsaure‘ eine energiereiche Acyl-S-Verbindung
beniitzt statt einer labilen Acyl-Phosphat-Verbindung.

Nachdem wir die Struktur und energetische Stellung der
naktivierten Essigsdure’ kennengelernt haben, kdnnen
wir zu unserem eigentlichen Problem, der dehydrierenden
Decarboxylierung von Brenztraubensdure zuriickkehren.
Es war bereits von Lynen formuliert worden®% 24), daB hier
die SH-Gruppe des Coenzym A an die Carbonyl-Gruppe
der Brenztraubensdure addiert wird und dafl diese SH-
Carbonyl-Verbindung der Dehydrierung und Decarboxy-
lierung anheimfdlit und zur . Entstehung von Acetyl-
Coenzym A fiihrt, wobei wahrscheinlich die Decarboxylie-
rung der Dehydrierung vorangeh*-

CH, CH, _
S—CoA
_ s —2H
(12) .C=0 + HS—CoA — c\ ——> CH—CO—S—CoA + CO,
f : OH
COOH €00 H

S. Ochoa®®) hat vor kurzem iiber Versuche berichtet, wel-
che die Anreicherung der notwendigen Proteine aus Schwei-
neherz und Escherichia colizum Inhalt haben und die schon
frither vermutete Beteiligung von Diphosphopyridinnucleo-

tid als Wasserstoffacceptor und von Aneurinpyrophosphat

sowie Coenzym A beweisen. Wie die Reaktion im einzelnen
vor sich geht, ist noch nicht endgiiltig geklart, Ochoa®)
konnte aber eine Protein-Fraktion anreichern, die spezifisch
die Decarboxylierung von Brenztraubensiure mit Aneurin-
pyrophosphat katalysiert, wihrend eine zweite Protein-
fraktion notwendig ist, um die Bildung des Endproduktes
(Acetyl-Coenzym A) zu ermdéglichen.

Dehydrierende Decarboxyliefung
von «-Ketoglutarsiure

Seit langem ist der oxydative Umsatz von u-Ketoglutar-
sdure in Analogie zum Brenztraubensiureumsatz gestellt
worden, Hier wie dort handelt es sich um die Dehydrierung
einer o-Ketosdure, die durch gleichzeitige Decarboxylierung
in eine um ein C-Atom drmere Carbonsiure iibergeht. Bei
Ausschlub der mit der Atmungskette verkniipften Phos-
phorylierungen fiihrt diese Reaktion zur Erzeugung von
einem Mol ATP pro Mol oxydierter «-Ketoglutarsiures),
Im AnschluB an die Versuche von Lynen ist es Ochoa®)
und Mitarbeitern von D. E. Greent®) gelungen, die Betei-
ligung von Coenzym A an der Reaktion nachzuweisen

31) g 1% Kaplan: The Enzymes, Academic Press, New York, 1951,

3%y B, Stadtman Gordon Research Conferences 1951,

38) S, Korkes, A. Camptllo J. C. Gunsalus u. 8. Ochoa, ]. biol. Che-
mistry 193, 721 [1951].

37) Personliche Mitteilung an F, Lynen.

38) F. E. Hunter u. S. Spector, Fed. Proc. 10, 201 [1951].

3%) Phosphorus Metabolism, Baltimore 1951, S. 370

40y D.R. Sanadiu,J. W. thtlefleld J. biol. Chemlstry 193 683119511,
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und die primire Entstehung von Succinyl-Coenzym A
sowie dessen Aufspaltung durch anorganisches Phosphat
und ADP zu Bernsteinsiure und ATP wahrscheinlich zu

machen, Zweifellos gehorcht die Reaktion folgendem
Schema:

. Aneurmgz 0-_,
(13) a-Ketoglutarsaure + DPN + CoA = basphat ]

Succinyl-CoA + DPN—H + CO,

Succinyl-CoA + an. Phosph. + ADP =
Bernsteinsiure + CoA + ATP

(14)

Auch hier ist, wie bei derﬁBrenztraubenséiure-Oxydation.,
DPN der Wasserstoff-Acceptor, und wahrscheinlich ist
Aneurinpyrophosphat an der Reaktion beteiligt.

So wie von Acetyl-Coenzym A ausgehend die verschie-
densten Synthesen in der Zelle durchgefithrt werden kon-
nen, kann von Succinyl-Coenzym A aus die Bernsteinsaure-

.gruppierung zum Aufbau einer Reihe von Substanzen ver-

wendet werden. Isotopenversuched!) haben ergeben, daB
insbesondere zur Synthese des Porphyrin-Ringes C,-
Bruchstiicke verwendet werden, die aus dem Essigsdure-
Abbau stammen. Vermutlich ist es Succinyl-Coenzym A,
das fiir die Synthese dieser biologisch duBerst wichtigen
Verbindungsklasse beniitzt wird.

Triosephosphat-Dehydrierung

Von der Isolierung der Triosephosphatdehydrase und
der Aufklarung des primaren Reaktionsproduktes als eine
Acylphosphat-Verbindung war der AnstoB zur Erkenntnis
der Bedeutung von energiereichen Phosphat-Bindungen
firr den Energiehaushalt der Zelle ausgegangen. Durch die
Versuche von Warburg war der Mechanismus der Triose-
phosphat-Dehydrierung gekldrt im Sinne der Formeln 4
und 5. Eine Frage blieb offen, ndmlich die Reaktion bei
der das anorganische Phosphat gebunden wird.
Warburg postulierte die primére, nicht-enzymatische Ent-
stehung einer Aldehyd-Phosphat-Additionsverbindung, die
dann durch Dehydrierung in die experimentell sicherge-
stellte 1,3-Diphospho-glycerinsaure iibergehen sollte. Diese
Bypothese hat sich nicht beweisen lassen.

Durch die Entdeckung der S-Acyl-Verbindungen ergab
sich ein neuer Aspekt zu diesem Problem. Die Phosphoro-
lyse einer Acyl-S-Verbindung fihrt im Falle des Acetyl-
Coenzyms A bei Verwendung von Bakterienextrakten zu
Acetylphosphat (Gleichung 8 von rechts nach links be-
trachtet), einer Verbindung, die in ihrem Aufbau dem Reak-
tionsprodukt der Triosephosphat-Dehydrierung (1,3-Di-
phosphoglycerinsdure) entspricht. Beriicksichtigt man die
hohe Empfindlichkeit der Triosephosphatdehydrase gegen
SH-Gruppen-Reagenzien, so liegt nahe, fiir den Reaktions-
mechanismus der Triosephosphat-Dehydrierung primire
Bildung einer Aldehyd-S-Verbindung anzunehmen
(in diesem Falle stammt die SH-Gruppe aus dem Protein
der Triosephosphatdehydrase), die dann weiter zur Acyl-
S-Verbindung dehydriert und durch Phosphat zu freiem
Ferment-SH und Acylphosphat aufgespalten wird:

(15) Phospho-glycerinaldehyd + Ferment-SH =
Ferment-S-Phospho-glycerinaldehyd

(16) Ferment-S-Phospho-glycerinaldehyd + DPN =
Ferment-S-Phospho-glycerinsdure + DPN—H

(17) Ferment-8-Phospho-glycerinsaure + anorg. Phosph. =
Ferment-SH + 1,3-Diphospho-glycerinsiure

41y D. Shemin u. J. Wittenberg, J. biol. Chemistry 192, 315 [1951]
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Diesen Reaktionsmechanismus hat E. Racker?) aus
Analogiegriinden zum Reaktionsmechanismus der Glyoxa-

lase vorgeschlagen. Er ist vollig analog der Entstehung

von Acetylphosphat aus Acetaldehyd iiber Acetyl-Coenzym
A mit Hilfe der katalytischen Wirkung einer Proteinfrak-
tion aus Bakterien®®). S. Ochoa®®) kam zu derselben An-
nahme auf Grund von Versuchen, welche die Fihigkeit der
Triosephosphatdehydrase beweisen, Acetyl-Gruppen auf
Coenzym’ A zu iibertragen®t), wobei diese Acetyl-Gruppen
auch durch Dehydrierung aus Acetaldehyd entstehen kén-
nen%%). Fiir die genannten Reaktionen sind gréBere Pro-
tein-Mengen notwendig, da es sich um nicht-physiologi-
sche,katalytische Fahigkeiten der Triosephosphatdehydrase
handeit. Trotzdem sind zweifellos die von Ochoa angefiihr-
ten Versuche ein starkes Argument fir den oben wieder-
gegebenen Reaktionsverlauf.

Ausgehend von Beobachtungen tber -die Kinetik der
Jodessigsdure-Hemmung an lebenden Hefezellen und an-
geregt durch die Demonstration von energiereichen S-Acyl-
Verbindungen2l: 2¢) sowie die im obigen Schema wieder-
gegebene Hypothese von E. Racker, wurde die Kinetik der
Triosephosphatdehydrase mit kristallisiertem Protein aus
Kaninchenmuskel bei Anwendung von Jodessigsdure ndher
untersucht#6). Hierbei ergab sich (Bild 3), daB Vorinkuba-
tion des Proteins mit geringen Konzentrationen an Phos-
phoglycerinaldehyd einen wirksamen Schutz gegen die
SH-Gruppen blockierende Wirkung der Jodessigsdure er-
gibt.

9740

4120

-Hydrierung
[AEC366mu)]

oPN

2 4 & & W9 720 747
S —*
Bild 3

Kinetik der Jodacetathemmung bei der
Triosephosphat-Dehydrierung*¢)

(1) Reaktion ohne Jodacetat; (2) Reaktion mit Jodacetat; mit

Phosphoglycerinaldehyd vorinkubiert; (3) Reaktion mit Jodacetat;

ohne Vorinkubation. (1) (2) (3): Start zur Zeit Null durch DPN
und Arsenat-Zusatz

Man kann diesen Befund mit der Existenz einer Fer-
ment-SH-Aldehyd-Verbindung, wie sie in Gleichung
15 wiedergegeben ist, zwanglos erkliren. Durch das Auf-
treten dieser Additionsverbindung wird die Konzentration
an freien SH-Gruppen erniedrigt und damit die irreversible,
inaktivierende Reaktion

Ferment—SH + J-CH,COOH — Ferment-S—CH,COOH + HJ

verlangsamt. DaB es sich hierbei um einen spezifisch mit
dem Reaktionsmechanismus verkniipften Effekt handelt,
wurde dadurch gesichert, daB bei Verwendung verschiede-

13) E. Racker, J. biol. Chemistry 190, 685 [1951].

$) E, R. Stadfman u. H. A. Barker, J. biol. Chemistry 180, 1095
[1949]; s, a, %%), 8. 731,

44y Personliche Mitteilung an F. Lynen.

45) ], Harting, Fed. Proc. 10, 195 [1951]. .

48) H. Holzer u. E. Holzer, Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem. [1952] im
Druck.
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ner Substrate (Phosphoglycerinaldehyd, Glycerinaldehyd,
Acetaldehyd) die zur Schutzwirkung notwendigen Kon-
zentrationen parallel mit den Konzentrationen gehen, die
zum beobachtbaren Umsatz an der Triosephosphatde-
hydrase notwendig sind. Zweifellos darf man diesen Be-
fund als Beleg dafiir werten, daB die Triosephosphatde-
hydrierung durch die Ausbildung einer Phosphoglycerin-
aldehyd-SH-Verbindung eingeleitet wird, und die genann-
ten Experimente und Analogieschliisse amerikanischer
Autoren sprechen dafiir, daB der zweite Reaktionsschritt
in der Dehydrierung zur S-Acylverbindung besteht.

Zusammenfassung

Die mit der ATP-Erzeugung gekoppelten exergonen
Reaktionsschritte bei der Kohlenhydratoxydation (ohne
Beriicksichtigung der Atmungskettenphosphorylierung) be-
stehen in der Dehydrierung von Carbonyl-Verbindungen
zu Carbonsiuren. Hierbei ist die Phosphat-Ubertragung
von - Phosphobrenztraubensidure auf Adenosindiphosphat
auBier acht gelassen, da es sich bei diesem ProzeB lediglich
um die Riickgewinnung des Phosphates handelt, das bei
den einleitenden Phosphorylierungen der Hexosen ver-
braucht wurde. Die im vorhergehenden dargestellten Un-
tersuchungen zeigen, daB die Zelle die Energieausnut-
zung in allen drei in Betracht kommenden Filleri mit prin-
zipiell demselben Mechanismus durchfiihrt: Eine orga-
nische SH-Verbindung wird an die Carbonyl-Gruppe ad-
diert, hierauf setzt Dehydrierung bzw. dehydrierende De-
carboxylierung ein: es resultiert eine energiereiche S-Acyl-
Verbindung. Deren Aufspaltung verlduft unter Beteiligung
von anorganischem Phosphat, wobei letzten Endes die
freie SH-Verbindung wieder zur Verfiigung gestellt und
ATP aus ADP synthetisiert wird. Bei der Triosephosphat-
Dehydrierung ist die Zwischenstufe ein Acylphosphat
(1,3-Diphospho-glycerinsiure); iiber die Zwischenstufen
der phosphorolytischen Aufspaltung von Acetyl-Coenzym
A und Succinyl-Coenzym A sind wir noch im unklaren.

Im Falle der Triosephosphat-Dehydrierung dient als in
katalytischer Menge notwendige SH-Verbindung das Pro-
tein selbst, eventuell auch eine nicht dissoziierend an das
Protein gebundene Wirkungsgruppe. Bei der dehydrieren-
den Decarboxylierung von Brenztraubensiure und g-Keto-
glutarsdure dagegen wird eine niedrigmolekulare SH-Ver-
bindung, das Coenzym A, beniitzt. Der Grund hierfiir be-
steht darin, daB die primir entstehende energiereiche Acyl-
S-Verbindung nicht nur auf einem Reaktionsweg weiter-
verindert wird, wie dies bei der Triosephosphat-Dehy-
drierung der Fall ist, sondern daB das Acetyl- und Succinyl-
mercaptan fiir die verschiedensten Synthesen und damit
fiir eine Reihe von katalytisch wirksamen Proteinen zur
Verfiigung stehen muB. Dies kann nur erreicht werden
durch Verwendung einer leicht diffusiblen Verbindung,
ein Prinzip, das die Zelle auch bei der Wasserstoff- und
Phosphatiibertragung durch dissoziierende Colermente
verwendet4?).

Bedenkt man die insbesondere im Zusammenhang mit
der ,,aktivierten Essigsdure“ stehende universelle Funktion
von energiereichen Acyl-Mercaptanen, so wird klar, daB
diese Verbindungsklasse, deren physiologische Rolle erst
im letzten Jahre entdeckt wurde, den energiereichen Phos-
phatverbindungen an Bedeutung fiir den Energiehaushalt
der Zelle nicht nachsteht,

Herrn Prof. Dr. F. Lynen bin ich fiir wertvolle Hinweise
bei der Abfassung des Manuskriptes zu grofem Dank ver-

pflichtet.

Eingeg. am 2. April 1952 [A 429]

47) Th. Bucher, diese Ztschr. 62, 256 [1950].
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