vollzieht sich am Methylen lediglich die eindeutige, zum
dreigliedrigen Ring fiihrende Umsetzung. Im Gegensatz
zum Carbonium-lon ist das Methylen ein bifunktionelles
Strukturelement mit Elektronen-Sextett.

Wenn man mit der elektronentheoretischen Betrachtung
dem Reaktionsereignis gewissermafien naherkommt, ist
nicht nur das als Erkenntnisgewinn zu buchen. Die Uber-
sicht der fast unermeBlichen Zahl der Reagentien wird

durch die auch vorstehend geiibte Klassifizierung hinsicht-
lich der Reaktivitit kaum zu iiberschidtzend vereinfacht.
wEine Theorie ist ein Aussichispunkt, der gestatten soll, be-
kannte Tatsachen einheitlich zu iibersehen und neue Tat-
sachen vorauszusehen' ( Joh. Thiele3%®)). Mir scheint, da8
Optimismus auch bezliglich der zweiten Konsequenz nicht
fehl am Platze ist.

Eingeg. am 18. Juli 1955 [A 667]

20%) J. Thiele, Liebigs Ann. Chem. 306, 87 [1899].

Der Fettsaurecyclus

Von Prof. Dr. FEODOR LYNEN®¥)

Institut fiir Zelichemie an der Deutschen Forschungsanstalt fiir Psychiatrie (Max-Planck-Institut) Miinchen und
Chemisches Laboratorium der Universitdt Miinchen, Institut fir Biochemie.

Die Zelle kann in einem KreisprozeB von vier Reaktionsstufen, dem Fettsiurecyclus, durch Coenzym A

aktivierte Fettsiuren auf- und abbauen. Sie benétigt dafiir vier Enzyme, von denen drei in Versuchen

auch mit Derivaten des N-Acetylcysteamins reagieren kénnen. Im Zusammenspiel von Citronensiure-
und Fettsiurencyclus wirkt Coenzym A als Katalysator.

Einleitung

Unter den Nahrungsstoffen, deren oxydativer Abbau die
Energie filir die Erhaltung des Lebens bereitstellt, nehmen
die Fette eine Sonderstellung ein. Abgesehen davon, daB
unter den Bedingungen einer normalen Diat etwa 30—409,
des kalorischen Bediirfnisses beim Menschen aus der Ver-
brennung von Fett gedeckt werden und dieser Prozentsatz
im Hunger oder flir den Fall besonderer Erndhrungsbe-
dingungen, wie sie etwa bei der Tran-reichen Nahrung des
Eskimos gegeben sind, sogar noch wesentlich groBer ist,
vermag der Tierkdrper unter allen zur Verfiigung stehenden
Nahrungsstoffen einzig und allein das Fett im grdBeren
Umfange zu stapeln. Auf eine solche Energiereserve
kann dann der Organismus in Zeiten der Not oder bei er-
hohter. Arbeitsleistung zuriickgreifen. Sehr eindrucksvoli
tritt diese besondere Funktion der Fettdepots bei manchen
Insekten zutage. So hat man z. B. gefunden, daB die ge-
waltigen Flugleistungen von Wanderheuschrecken fast
ausschlieSlich aus der Verbrennung von Fett gespeist
werden, das in Perioden der Ruhe aus den Kohlehydraten
der Nahrung aufgebaut wird?).

Obwohl eine Reihe namhafter Biochemiker sich mit der
Frage des biologischen Fettabbaus intensiv beschiftigte,
war bis vor etwa 10 Jahren iiber den detaillierten chemi-
schen Mechanismus dieses Prozesses wenig bekannt.
Durch Knoops?) klassische Untersuchungen aus dem Jahre
'1904 war zwar das Prinzip der B-Oxydation als Grund-
lage des Fettsdureabbaus erkannt worden, aber sowohl die
chemische Struktur der bei der B-Oxydation auftretenden
Zwischenprodukte als auch die Natur der die Umwandlung
der Fettsdure-Ketten in Kohlendioxyd vollziehenden En-
zyme, lagen zundchst noch im Dunkeln.

Ein Umstand, welcher das Studium der an der g-Oxy-
dation beteiligten Enzyme stark aufgehalten hat, war das
*) Nach einem Vortrag auf der Tagung der Gesellschaft fir Physlo—

logische Chemie am 20. 9. 1954 in Kiel.

Die folgenden Abkilrzungen werden benutzt: Coenzym A =

CoA oder CoASH; S-Acyl-Coenzym A-Derivate = Acyl-SCoA

oder Acyl-CoA; Adenosmtrlphosphat = ATP, ADP-P oder

AMP-PP; Adenoslndlphosphat = ADP; Adenosin-s'-phosphat

= AMP; P rog hosphat = PP; Orthophosphat = P; Acetyl-

adenylat = -acety!; Acetylphosphat = Acetyl-P; oxydier-

tes und reduziertes lphosphoryrldin-nucleotid = DPN und
DPNH; oxydiertes und reduziertes Flavin-adenin-dinucleotid

= FAD und FADH,.
1) T, Wels-Fogh Trans g Soc. [London] B 237, 1 [1952]; vgl.
Nature [London] 170, 996 [1952].

%) F. Knoop, Beitr, Chem. Physiol. Pathol 6, 150 [1904].
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Unvermogen zerkleinerter Gewebe, Fettsiuren zu oxydie-
ren. Schon Embden beobachtete, daB z. B. die Leber beim
Zerreiben oder bei der Bereitung eines Extraktes die
Fahigkeit zur p-Oxydation vollstindig einbiiBt. Damit
war aber jene Methode der Biochemie, die zur Entwirrung
von Stoffwechselprozessen entscheidend beitragen kann:
das Studium solcher Prozesse in einem System gelSster
Enzyme, zunichst auf das Problem der Fettsiureoxydation
nicht anwendbar.

Als es nun aber nach 1943 gelang, den Wirksamkeitsver-
lust bei der Zerkleinerung oder der Extraktion der Zelle zu
vermeiden und bei Versuchen mit Gewebsbrei, Gewebs-
homogenaten oder Gewebsextrakten ein Abbau von Fett-
sduren erzielt wurde, wurden als unmittelbare Folge dieses
methodischen Fortschritts neue Erkenntnisse beziiglich
des Fettstoffwechsels gewonnen. Der erste Erfolg dieser
neuen Phase, die mit wichtigen Untersuchungen von Mu-
noz und Leloir®), Breusch*), Wieland und Rosenthal®) so-
wie Lehninger®) eingeleitet wurde, lag in der Beobachtung,
dafl CO, bei der B-Oxydation ausschliellich im Citronen-
sdurecyclus gebildet wird. Damit konnte es kaum zwei-
felhaft sein, daB bei der 8-Oxydation zunichst das gleiche,
in Unkenntnis seiner chemischen Natur als ,aktivierte
Essigsaure* bezeichnete C,-Bruckstiick gebildet wird wie
bei der iliber die Stufe der Brenztraubensiure fiihrenden
biologischen Oxydation des Zuckers?). Bei der Uber-
fithrung der Fettsduren in , aktivierte Essigsdure“
wird zwar Sauerstoff verbraucht, aber noch kein Kohlen-
dioxyd gebildet. Dieses entsteht erst bei der Oxydation der
waktivierten Essigsdure” im Citronensédurecyclus.

Aktivierte Essigsiure

Als zentrales Problem ergab sich damit die Frage nach
der chemischen Natur der ,aktivierten Essigsdure* und
nach dem Weg ihrer Bildung aus den Fettsduren. Auch be-
ziiglich dieser Frage hatten die Experimente an Leber-
ho’mogenaten oder an reinen Mitochondrien. aus Leber be-

_’[53M§3Mizgoz u. L, F, Leloir, J. blol. Chemistry 747, 355 [1943];

BEeusch Science [New York] 97, 400 [1943); Enzymologia

11 169[
‘) H. Wleland u. C. Rosenthal, Liebigs Ann. Chem 554, 241 [1943].

A. L. Lehninger, J. biol, Chemlst% 154, 309 (1944]; 157, 363
[I944], 761, 413, 37 1946], 164, I[1946]
N Zusammenfassung artius u. F, Lynen, Advances in

Enzymol. 70, 167 [1560]
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reits einen wichtigen Beitrag geliefert. Man hatte ndmlich
zeigen kdnnen, daf die Fettsduren erst nach einer voraus-
gehenden Aktivierung oxydiert werden und daB fiir diesen
AktivlerungsprozeB Adenosintriphosphat (ATP) be-
nétigt wirde: 8). Die der Fettsdure-Aktivierung zugrunde-
liegende chemische Reaktion blieb aber un-
bekannt. Man konnte nur vermuten, daB
zwischen den ,,aktivierten Fettsduren* und
der ,aktivierten Essigsiure nahe Ver-
wandtschaft besteht.

Mit der Entdeckung des Coenzyms A,
das fast zur gleichen Zeit in den Labora-
torien von Lipmann®), Nachmansohn!®),
Feldberg'') und Barron'?) gefunden wurde,
trat die Forschung auf diesem Gebiet in
einen neuen Abschnitt ein. Die Pionierar-
beiten Lipmanns und seiner Gruppe?®) fiihr-

B -Ketothiolose

-CHy CHy-CHy ~C0-8-Col

Der Fettsiurecyclus
Nachdem die chemische Struktur der ,aktivierten Essig-
sdure” erkannt war, ergab sich die Moglichkeit, viele Be-
funde, die man beim Studium des Fettstoffwechsels ge-
sammelt hatte, in ein Schema einzuordnenis. 18, 19)

(FAD == FADH,)

Athylenhydrogenase
(Acyl-CoA-Dehydrogenase)

Cty-Ch-S§-Col
~CHy-CH=CH-Co-S-(od

NI
X §" Crofongse

ten zu der Vorstellung, daB ,aktivierte %4 ~Chy~LH-Chy-CO-S-Codi = - CH=CH-Chy-CO-S5-Cod
Essigsdure” ein Derivat aus Essigsdure und 7
Coenzym A sei. Eine Hypothese, die durch ~0y-CO-CHy-CO-5-Cod (DPN™ = DPNH+H)
Untersuchungen Stadtmanst) und des Ar- . W
beitskreises um Ochoa'®) eine Bestitigung
fand und schlieBlich im Miinchener Labo- SKetonya -2
. . K L - Ketohydrogenase
ratorium bewiesen werden konnte. Lynen, (8-Oxyacyl-Cod-Denydragenase)

Reichert und Rueff1®) isolierten aus Hefe-
zellen eine Substanz mit den Eigenschaften der ,,aktivier-
ten Essigsdure” und zeigten, daB es sich dabei um den
Thioester aus Essigsdure und Coenzym A handelt.

NH,
¢
NH—CH,—CH,—S$~CO—CH
l?/ \C 'l“ (I:o . 3 s
e ¢ H i
/ \./ CH,
N N |
| CH,
HC. |
| NH
H([:OH OH é
|
HC——0-PZ0 |
N
bl o HCOH

»Aktivierte Essigsdure = Acetyl-CoA

Diese Arbeit 18ste nicht nur das Problem der ,,aktivier-
ten Essigsdure“, sondern lieferte auch den Schliissel fiir
das Verstdndnis aller Umsetzungen, bei welchen das Coen-
zym A als Katalysator beteiligt ist. Die als Wirkungs-
gruppe erkannte SH-Gruppe kann sich mit Carbonsauren
verbinden.

Mit der Thioester- oder Acylmercaptan-Bindung
ist ein neuer Typ energiereicher Verbindungen der lebenden
Zelle entdeckt worden, denn die hydrolytische Spaltung
lietert 8300 cal je Mol; das ist etwa der gleiche Energiebe-
trag, der beim Zerfall von Adenosintriphosphat frei wird?),
Die Zelle verfiigt nun tatsichlich auch liber Wege, auf
denen die ATP-Energie in diejenige der Thioester-Bindung
tibergefiihrt werden kann und umgekehrt.

8) A. L. Grafflin u. D. E. Green, ]. biol. Chemistry 776, 95 1948]
%) F. Lipmann, ebenda 160, 173[19 5].

10) D, Nachmansohn u. M. Berman ebenda 765, 551{1946.

1) W. Feldberg u. T. Mann, J. Physlology 704, 411 {1946].

1) [1:49461 Lipton u, E. S. G. Barron, ). biol. Chemlstry 166, 367
13) F. Lipmann, Harvey Lectures, Ser. 44 99 $I948/49]

M)y E. R, S!adlman Federation Proc, 9,

15) 8. Ochoa, Physlol Rev. 37, 56 [195 ]

) F. Lynen, E. Reichert u, L. Rueff, Liebigs Ann. Chem. 574, 1

[1951].
17) K. Burton, Biochemic. J. 59, 44 [1955].
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Bild 1
Der Fettsdurecyclus

Voraussetzung fiir den biologischen Umsatz der Fettsauren
ist, daB sie in Form der Verbindungen mit Coenzym A vor-
liegen. Nur derartig aktivierte Fettsduren vermag die
Zelle auf- und abzubauen. Chemische Einzelheiten dieses
Prozesses, den man als ,,Fettsdurecyclus* bezeichnen
kann, sind aus Bild 1 zu ersehen. Seine Funktion besteht
darin, die Fettsaure-Kette in Cy-Bruchstiicke aufzuspalten,
und umgekehrt, die Kette aus C;-Bruchstiicken aufzubauen.

Die Fettsdurekette wird synthetisiert aus Acetyl-CoA
durch Wiederholung eines Kreisprozesses, welcher aus vier
Reaktionsschritten besteht. Er umfaBt:

1.) die Kondensation von zwei Molekeln Acetyl-CoA zu
Acetacetyl-CoA,

2.) die Reduktion von Acetacetyl-CoA zur entspr.
B-Oxy-Verbindung, dem L-B-Oxybutyryl-CoA. Der bend-
tigte Wasserstoff stammt aus hydriertem Diphospho-py-
ridin-nucleotid (DPNH).

3.) Die Wasserabspaltung von L-B-Oxybutyryl-CoA zu
Crotonyl-CoA und

4.) die Hydrierung von Crotonyl-CoA zu Butyryl-CoA
durch hydriertes Flavin-adenin-dinucleotid (FADH,).

Nach diesen vier Schritten ist der Cyclus einmal durch-
laufen mit dem Ergebnis, daB die Kohlenstoffkette des
Ausgangsstoffes Acetyl-CoA um zwei Kohlenstoffatome
verldngert ist, wozu eine Molekel Acetyl-CoA und vier
Wasserstoffatome bendtigt werden. Das gebildete Buty-
ryl-CoA kondensiert sich nun mit Acetyl-CoA und liefert
in einem zweiten Umlauf des Cyclus Capronyl-CoA, das
Derivat der Sdure mit sechs Kohlenstoffatomen. Die 18-C-
Atome umfassenden Stearinsdure wird demnach in Form
von Stearyl-CoA in acht derartigen Umldufen syntheti-
siert. _

In umgekehrter Richtung lauft in demselben Kreis-
prozeB, welchen man im Hinblick auf die veranderliche
Lénge der Fettsdurekette der Coenzym A-Derivate viel-
leicht auch ,,Fetts&ure-Spirale“ hiitte nennen kinnen,
die B-Oxydation der Kohlenstoffkette ab. Dafiir muB die

1') F. Lynen, diese Ztschr. 63, 490 [1951].
1) H. Barker in W. D. McElroy u. B. Glass: Phosphorus Me-
tabolism 204 John Hopkins Press, Baltimore 1951,
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Fettsdure zunidchst aktiviert, d. h. in das CoA-Derivat
iibergefiihrt werden, welches dann durch Dehydrierung,
Wasseranlagerung und abermalige Dehydrierung in das
entspr. pB-Ketoacyl-CoA umgewandelt wird. Es schlieSt
sich die enzymatische Thiolyse durch Coenzym A an, wo-
bei Acetyl-CoA entsteht und eine Fettsdure-CoA-Verbin-

dung, die zwei Kohlenstoffatome weniger enthélt als die.

Ausgangssubstanz, und die nun unmittelbar einen neuen
Umlauf startet. Der Abbau der Fettsduren fiihrt letzten
Endes wieder zur aktivierten Essigsdure zuriick, wel-
che dann iiber den Citronensaurecyclus endgliltig verbrannt
werden kann. )

Fiir die vier Enzyme dieses Kreisprozesses, von denen
jedes reversibel arbeitet, wurden verschiedene Namen vor-
geschlagen?® 21), [n der Absicht, die thermodynamisch
festgelegte, bevorzugte Rlchtung der Gleichgewichtsreak-
tion zu bezeichnen, wurden hier die im Bild 1 aufgefiihrten
Namen gewahlt22). Das heiB3t also, daB das Gleichgewicht
am Enzym p-Ketothiolase ganz auf der Seite der thiolyti-
schen Spaltung zu Acyl-CoA liegt; bei den Wasserstoff-
Ubertragungen liegt es auf der Seite der Hydrierung der
Keto-Gruppe bzw. der Athylen-Bindung. Der Name
,Crotonase® stammt von Stern, dem es kiirzlich gelang,
dieses Enzym des Fettsdurecyclus in reiner, kristallisierter
Form darzustellen?3). Er erhielt aus Ochsenleber einen
hochaktiven EiweiBkdrper, wovon eine Molekel in der Mi-
nute bei py 7,5 und 25 °C nicht weniger als 730000 Mole-
keln Crotonyl-CoA zu B-Oxybutyryl-CoA hydratisiert. Bei
der Untersuchung der Spezifitat- dieses Enzyms fand
Stern, daB ein einziges Enzym-Individium Coenzym A-
Derivate kleiner und groBer Kettenldngen umsetzt, so wie
man es bei der Formulierung des Fettsdurecyclus erwartet
hatte.

Uberraschend war, da8 die gereinigte Crotonase auch bei
Vinyl-acetyl-CoA wirksam ist, wo sich die Doppelbindung
nicht zwischen den Kohlenstoffatomen 2 und 3, sondern
zwischen 3 und 4 befindet . 1),

+HO,
CH,—CH=CH-—-CO—-SCoA r-H—a
' Crotonyl-CoA

1
OH m

| ~H,0 .
CH;—CH-CH,—CO—SCoA ﬁ CH,=CH—CH~CO—SCoA
: §

1-B-Oxybutyryl-CoA Vinylacetyl-CoA

Es ist denkbar, daB diese doppelte Wirkung des Enzyms,
die letzten Endes auf eine Isomerisierung der Doppel-
bindung hinausliuft, beim Abbau und bei der Biosynthese
ungesittigter Fettsduren eine Rolle spielt. Wiirden
niamlich beim Aufbau der Fettsdurekette unter Umgehung
des zweiten Hydrierungsschrittes gelegentlich bereits un-
gesittigte Fettsdure-Derivate mit Acetyl-CoA konden-
sieren, so kiime man zu Siduren mit Doppelbindungen in
der Lage von Linol-, Linolen-, Arachidonsiuren und vielen
anderen natiirlich vorkommenden, ungesdttigten Sauren.
Solange eine Nachpriifung dieser Hypothese im Enzym-
versuch noch aussteht, muB man auch die Mdglichkeit in
Betracht ziehen, daB die Doppelbindungen erst nach-
traglich durch Dehydrierung der fertigen Fettsdure-
ketten eingefiihrt werden?®).

Auf die Frage, welchen Zweck es hat, daB in der Zelle
nicht freie Fettsduren, sondern ihre Derivate mit Coenzym
A oxydiert werden, ist zu antworten, da durch die Bin-

") F. Lynen u. S. Ochoa, Biochim. biophysica Acta 72, 299 [1953].
H, Mahler, Federation Proc. 12 604 [1953].
F. Lynen, ‘ebenda 12, 683 [195. ]
") J. R. Stem in S. P. Colowick u. N.O. Kaplan: Methods in Enzy-
mologa/l 559 Academic Press, New York 1955.
) akil u. H. R. Mabhler, J. "biol. Chemistry 207, 125 [1954].
8) K. Lang, Hoppe-Seylers Z, physiol. Chem. 267, 240[1939
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dung der Sduren an Schwefel die Wasserstoff-Atome in der
Nachbarschaft der Carboxyl-Gruppe reaktionsfahiger wer-
den®2), und somit die Mittel der Zelle ausreichen, um eine
Dehydrierung vorzunehmen. AuBerdem kann auf diese
Weise die Spaltung der Fettsaurekette reversibel geleitet
werden, wodurch fiir das gleiche Enzym Abbau und Aufbau
der Kohlenstoftkette moglich wird. Eine Kondensation zwi-
schen Essigsdure und freien Fettsduren zur homologen
B-Ketosdure wire aus thermodynamischen Griinden im
Milieu der Zelle unmdglich. Denn wie sich aus dem von
Lipmann?%) berechneten Wert von + 12000 cal fiir die
freie Energie der Reaktion:

2 CHy€O00H - CH,COCH,COOH + H,0
ergibt, ist die Gleichgewichtskonstante:

(Acetessigsaure)x(H,0)

K= (Essigsiure)?

= 4.10-°,

Weiterhin ist zu bedenken, daB durch die Bindung an das
Coenzym auch die hoheren Fettsduren leicht wasserldslich
werden, was ihrer Umsetzung im Intermediarstoffwechsel
forderlich sein kdnnte.

Die Enzyme des Fettsiurecyclus

Jedes der vier Enzyme des Cyclus 148t sich in Leber-
extrakten oder in Ausziigen anderer, zur Oxydation von
Fettsauren befihigter tierischer Organe, ebenso wie in ge-
wissen Bakterien-Extrakten nachwelsen, wenn man die
spezifischen Substrate, d. h. die Thioester der Sduren mit
Coenzym A benutzt. Vor vier Jahren aber, als wir im
Miinchener Laboratorium anschlieBend an die Isolierung
von Acetyl-CoA und an die Formulierung des Fettsaure-
cyclus, die Arbeit an diesem Probiem aufnahmen, war auier
Acetyl-CoA noch kein anderes Coenzym A-Derivat be-
kannt. Es fehlten die Methoden, um solche Fettsiure-
Coenzym-A-Verbindungen aus dem freien Coenzym darzu-
stellen.

Inzwischen wurde diese Liicke geschlossen. Die Gewin-
nung der verschiedenen Derivate ist zu einer relativ ein-
fachen Aufgabe geworden, seit Simon und Shemin®') ge-
funden haben, daB die Umsetzung von Coenzym A mit
Saureanhydrid in schwach alkalischer, waBriger Losung in
guter Ausbeute den Thioester liefert. Auf diesem Wege
konnen CoA-Derivate gesattigter und ungesdttigter Sduren
praparativ dargestellt werden. Aber auch Derivate der
B-Oxy- oder B-Ketosauren sind nach diesem Verfahren zu-
ganglich, wenn man nach der Vorschrift von Wieland und
Rueff?®) die gemischten Anhydride mit Athylkohlensiure
oder die Thiophenylester verwendet.

Bei einer anderen Methode zur prédparativen Darstetlung
der CoA-Derivate werden. spezifische Enzyme gebraucht.
Hierfiir sind in erster Linie die Enzyme der , Fettsdure-
Aktivierung" geeignet®: 30),

Unter Verwendung der verschiedenen CoA-Derivate
konnten in den Arbeitskreisen um Ochoa?®- 3') und um
Green3?) bei der Bearbeitung des Fettstoffwechsels schine
Erfolge erzielt werden. Fiir den Erfolg der eigenen Be-
mihungen auf dem Gebiet des Fettsdurecyclus war die
Entdeckung verantwortlich, daB bei drei Enzymen des
Cyclus, bei Athylenhydrogenase, B-Ketohydrogenase und
p-Ketothiolase die natiirlichen CoA-Derivate durch ein-
fache Modellsubstanzen ersetzt werden konnen, in
) P, Lipmann: Advances in Enzymol. 6, 231 {1946].

) E, J. Simon u. D Shemin, J. Amer, chem. Soc. 75 2520 [1953).
") T. Wieland u. L. Rueff, diese Ztschr 65, 186[ ]

%) H. Beinert, Federation Proc. 12, L
30) A, Kornberg u, W. E. Pricer jr. J iol. Chemistry 204, 329

[1953
l) S. Oc]hoa, Advances in Enzymol. 75, 183 [1954].
) D E Green Biol. Rev. Cambrldge philos. Soc. 29, 330 [1954].
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denen das kompliziert gebaute Coenzym durch das ein-
fache Bauélement N-Acetyl-cysteamin ersetzt ist.

Coenzym A

o
| CH,—CHZ-—H—NH—CHQ—*CHQ—SH
HC——l §
é ; NH 0
HCOH ¢ oH | i
,‘ p CO HCH,~C-NH-CH,~CH,~SH
HC——"—0-P=0 H(|:O
N
He— OH " i
l (Im H(|> CH,,_cl:—.CH=I
HyC— O--P- .0—177 .0—CH,

i
0

N-Acetyl-Cysteamin

Diese drei Enzymproteine besitzen noch Affinitdt zu den
Derivaten des N-Acetyl-cysteamins und ziehen sie in die-
selben chemischen Umsetzungen ein wie die CoA-Derivate.
Allerdings muB man von den kiinstlichen Substraten we-
sentlich groBere Substanzmengen anwenden, weil ihnen
Gruppen, wie etwa Adenin oder die Phosphat-Reste, feh-
len, die beim Wechselspiel zwischen Enzym und CoA-
Derivat mitbeteiligt sind.

Damit hatten wir die Moglichkeit, bei der Suche nach
den Enzymen des Fettsdurecyclus und dem sich anschlie-
Benden systematischen Studium ihrer Eigenschaften unter
weitgehendem Verzicht auf die kostbaren CoA-Derivate
mit den billigen Modellen zu arbeiten, die auf dem Weg der
Totalsynthese in beliebigen Mengen zuganglich sind.

Diese N-Acetylcysteamin-Derivate, von denen bisher die
in Tabelle 1 aufgefithrten Vertreter dargestellt wurden,
forderten die Untersuchungen aber auch noch in anderer
Hinsicht nachhaltig, Ohne ihre Eignung als Substrat bei

R—CO—8-CH,—CH,—NH—CO—CH,

Acyle (R—CO) Fp °C Bearbeiter
33
CH,—CO— 30 { CI;? \}/S)Lgé?mlgn?{sg)uadb“k ),
CH;—CH,~CH,~CO—| 28 W. Seubertss)
CH,—CH=CH--CO— 62—-63 W. Seubert??)
CHy—-CH-CH,—CO— 11. { T. Wieland u. A. Bernhard,
| K. Decker37)
OH
CHa—(.Il—CHszOW 60 G. Vogelmann u. L.Wessely %)
o]
CH3—(CHy);—CO— 22 W. Seubert?3)
CH,;~(CH,),—CO— 4546 | W. Seubert)
CH,~(CH,),—CO— 60 W. Seubert?)

Tabelle 1
Derivate des N-Acetyl-cysteamins

Enzymversuchen zu kennen, hatten wir diese Verbin-
dungen synthetisiert, um an ihnen die chemischen Eigen-
schaften der als Zwischenprodukte des Fettsdureabbaus
vorausgesagten Thioester kennen zu lernen. Im Rahmen
dieser systematischen Arbeit haben L. Wessely38) und W.
Seubert?) im Miinchner Laboratorium die spezifischen Ab-
sorptionsbanden von Acetacetyl-mercaptanen sowie Cro-
tonyl-mercaptanen entdeckt und damit den Grundstein
gelegt fiir die Anwendung der optischen Methode von O.
Warburg auf das Studium der Enzyme des Fettsdurecyclus,

Das Prinzip dieser optischen Teste ist an Hand der Absorptions-
spcktren der verschiedenen Thidester (Bild 2) einfach zu zeigen.
Die Derivate der gesittigten Siuren und der B-Oxybuttersiure
absorbieren nur im kurzwelligen Ultraviolett bei 233 my, wihrend
dic Thioester der «,3-ungesittigten Crotonsiure oder der Acet-

33) R. Kuhn u. G. Quadbeck, Chem. Ber. 84, 844 [1951].
34) G. Vogelmann, Dipl.-Arb., Univ. Miinchen 1952.

35) W. Seubert, Dissert., Univ. Miinchen 1955.

38y [.. Wessely, Dissert, Univ. Miinchen 1955,
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essigsdure zusitzlich Absorptionsmaxima bei 263 my oder bei
302 my aufweisen. Die Bande der. Acetacetyl-Verbindung bei
302 my tritt allerdings nur-in schwach alkalischer Losung auf, weil
sic dem Salz des Enols zukommt?? 3¢), Bemerkenswerterweise
tritt die Salzbildung beim Thioester schon beim Neutralpuukt ein
und ist oberhalb py 9 abgeschlossen. In den Derivaten des Coen-
zyms A gind die gleichen Absorptionsbanden nachzuweisen. Nur
sind sie dort #iberlagert von der starken Absorptionsbande des
Adenosinbausteins, die in Bild 2 als gestrichelte Kurve zu sehen ist.

RCO-8-CHy ~CHy -NH-CO-CH,

N, -
sl / \ RCO
. \ 1 Acetyl, Butyryl, usw.
Adenosin II ‘\ I Crotony! "
| \ 1 B-Oxybutyryt
,’ \ IV Acetocetyt
l, \\ 0)p, 62 bIp,80
10+ | ‘|
!
\
/ \
o / !
N 2
© 1
5t i
1 I S Ry i
20 2.0 260 280 300 320 340
[AB5B7) Wellenldnge ( mu)
Bild 2

Absorptionsspektren verschiedener Derivate von N-Acetylcysteamin
und des Adenosins?: 36¢)

Wenn nun unter der Wirkung des Enzyms Crotonase 8-Oxy-
butyryl-CoA unter Abspaltung von Wasser in Crotonyl-CoA iher-
geht (Gleichung 1), dann tritt dabei die Crotonylmercaptan-Bande
bei 263 my auf und der Reaktionsablauf kann mit monochromati-
schem Licht dieser Wellenl4nge im Spektralphotometer verfolgt
werden?%: 23), Will man dagegen die Aktivitit des Enzyms
B-Ketothiolase messen, so muf man bei der Wellenlinge 302 my
arbeiten. Die thiolytische Spaltung von Acetacetyl-CoA dureh
Coenzym A, unter Bildung von zwei Molekeln Acetyl-CoA, fiihrt
zum Verschwinden der Acetacetylmercaptan-Bande2?),

R—CH,—~CO—CH,~CO—SCoA 4 HSCoA =

p-Ketoacyl-CoA Coenzym A (2)

R—CH,—CO-8CoA + CH,;—CO~SCoA
Acyl-CoA Acetyl-CoA

Selbstverstandlich 148t sich auf diesem Wege auch die Konden-
sation von Acetyl-CoA zu Aéetacetyl-CoA verfolgen, doch muB
man dann, wegen der schon erwihnten ungiinstigen Gleichge-
wichtslage, mit groBen Mengen Acetyl-CoA arbeiten2?). Unter
Anwendung der optischen Methode hat sich die Lage des Gleich-
gewichts bestimmen lassen. Es wurde geiunden, daBl im stationaren
Zustand nur etwa 4 Molekeln Acetacetyl- CoA neben 1000
Molekeln Acetyl-CoA anzutreffen sind?’). Dennoch kénnen in der
lebenden Zelle die Fettsiureketten auf diese Weise verlingert wer-
den (s. u.).

Bei den optischen Testen zum Nachweis der beiden
Wasserstoff-iibertragenden Enzyme des Fettsdurecyclus,
B-Ketohydrogenase und Athylenhydrogenase, wur-
de die von Warburg entdeckte Absorptionsbande des
hydrierten Pyridins bei 340 my ausgeniitzt oder die Farb-
anderung eines Redox-Indikators bei der Hydrierung. Im
modernen biochemischen Laboratorium sind beide Me-
thoden geldufig. Fiir die eigenen Untersuchungen an diesen
‘Enzymen war es eine wesentliche Erleichterung, daB wir
mit den leicht zugénglichen Modellen an Stelle der natiir-
lichen CoA-Verbindungen arbeiten konnten. So entdeckte

37) K. Decker, Dissert. Univ. Miinchen 1955,
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0. Wieland®) im Miinchner Laboratorium das Enzym
B-Ketohydrogenase als den Katalysator der Reaktion 3,
wobei das Verschwinden der DPNH-Bande bei 340 mp
beobachtet wurde.

S-Acetacetyl-N-acetyl-cysteamin + DPNH + H+ (3)

8-B-Oxybutyryl-N-acetyl-cysteamin + DPN+

Mit Hilfe dieses optischen Tests konnte das Enzym aus
Hammelleber isoliert werden?®). Systematische Versuche
am gereinigten Ferment ergaben, daB die Reaktion zwar
reversibel ist, aber bei physiologischem py und bei dqui-
valenten Mengen DPNH und Acetacetyl-Verbindung zu
959%, in der Richtung der Hydrierung der Acetacetyl-Ver-
bindung verlauft. Dabei ist es gleichgiiltig, ob mit Acet-
acetyl-CoA oder mit dem einfachen Derivat des Cysteamins
gearbeitet wird.

Die bevorzugte Bildung des B-Oxysaurederivates in Ge-
genwart von DPNH ist fiir den biologischen Vorgang von
weittragender Bedeutung. Denn auf diese Weise kdnnen
in der Zelle, wo B-Ketothiolase und p-Ketohydrogenase
zusammen vorkommen, Fettsdureketten aufgebaut wer-
den. Das unter Mitwirkung des ersten Enzyms gebildete
B-Ketoacyl-CoA wird durch das zweite Enzym reduktiv
entfernt und muB deshalb laufend nachgeliefert werden.
Man kommt damit zu der Erkenntnis, daB im Organismus
je nach der Stoffwechsellage, ob viel oder wenig DPNH zur
Verfiigung steht, Fettsdure-Ketten synthetisiert oder ein-
geschmolzen werden.

In groben Ziigen sei auch die optische Methode geschil-
dert, mit deren Hilfe W. Seubert40- 41) im Miinchner Labo-
ratorium das Enzym Athylenhydrogenase entdeckt und
-angereichert hat. Die Gleichung der stéchiometrischen
Fermentreaktion ist:

R-CH=CH—CO~SCH,CH,NHCOCH, + FADH; SatraninT (4)

R—CH,—CH,~CO—SCH,CH,NHCOCH, + FAD " Leuko-safranin

Seubert studierte die Hydrierung der Crotonyl-Verbin- -

dung zur Butyryl-Verbindung und benutzte als Wasser-
stoff-Donator Leukosafranin. Das beim enzymatischen
Prozef gebildete FAD wird in seinem System durch den
Leukofarbstoff in spontaner Reaktion wieder reduziert.
Wie Bild 3 zeigt, wird der rote Farbstoff Safranin, gemessen
im Licht der Wellenlange 546 my, umso schneller gebildet,
je mehr von dem wirksamen Enzym anwesend ist. Mit
Hilfe dieser Testmethode lieB sich Athylenhydrogenase
aus Hammelleber isolieren und beweisen, daB es sich dabei
um ein konjugiertes Protein mit Flavin-adenin-dinucleotid
als Wirkungsgruppe handelt. Man kann es, wie bei einem
gelben Ferment H. Theorell4®) zum erstenmal gezeigt
hat, in saurer Ldsung spalten und kann dann das unwirk-
same, farblose Protein durch Zusatz der Wirkungsgruppe
FAD wieder reaktivieren. Im Rekombinationsversuch er-
wies sich auch Riboflavinphosphorsdure wirksam; aller-
dings muBte von ihr rund zehnmal mehr zugesetzt wer-
den ).

Im Arbeitskreis Greens#?) ist dieses neue gelbe Ferment
ebenfalls aufgefunden und eingehend studiert worden. Es
konnten dabei drei Enzyme mit der Eigenschaft einer
Athylenhydrogenase (= Acyl-CoA - Dehydrogenase) aus
Lebergewebe isoliert werden, die sich in ihrer Substratspezi-

38) R, Lynen, L. Wessely, O. Wieland u. L. Rueff, diese Ztschr. 64,
) 2‘81Ly?1en]u O. Wieland, in S, Colowick u. Kaplan
~ Methods in Enzymology, l 566, Academlc Press, N 1955.
40) . Seubert u. F, Lynen, J. Amer. chem. Soc. 75, 2781 [1953]

41) W, Seubert, Dissert. Unlv. Minchen 1955,
“) H, Theorzu Ergebn. Enzymforsch. 6, 111 [1937].

@) D, E. Gnen S. Mii u. H. R. Mahler J. biol.

hemistry 206, 1
[1953].
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fitat voneinander unterscheiden. Eines der im Greenschen
Laboratorium von Mahler$) isolierten Enzyme, das be-
vorzugt mit Butyryi-CoA reagiert, enthait auBer FAD
auch noch Kupfer, wihrend zwei weitere Kupfer-freie En-
zyme bevorzugt Acyl-CoA-Derivate groBerer Kettenldngen
umsetzen4s). Dem Absorptionsspektrum nach ist unser
gelbes Ferment mit keinem dieser Enzyme identisch,

Leukosafranine CHy-CH-CH-CO-SR— Satranin+ CHy-Chy-CHy-CO-SR
Protein/mt

o5+ / 80y
-~ o
3
S a0}
3 /
o
' E‘ ars o2y
?
Ny
010
>~ 5y
g —
005
ohine Crotonyl-SR
507

T2 3 4 5

mmn

Bild 3
Optischer Test auf Athylenhydrogenaset!) .
In der gegen Sauerstoff verschlossenen Kiivette befanden sich
138 uM Phosphatpuffer pg 7,1, 2,6 uM S-Crotonyl-N-Acetylcyste-
amin, 0,5 uM Leuko-safranln T 'und Enzymprotein, wie angegeben.
Gesamtvolumen 2,1 ml, d=0,5cm, A =546 myu, Temperatur 18 °C

[A668.3]

Bei diesem Reaktionsschritt ist das im Fettsdurecyclus
sonst iibliche Prinzip, daB ein einziges Enzym mit den CoA-
Derivaten verschiedener Kettenlingen reagiert, nicht un-
eingeschrankt giiltig. Nach den Untersuchungen von
Ochoa und Harting) scheint in dieser Hinsicht auch das
Ferment p-Ketothiolase eine Ausnahme zu machen.

Mit Hilfe der einfachen optischen Teste konnte die En-
zymverteilung im Tier- und Menschenkdrper studiert wer-
den. Ein Ergebnis solcher Experimente, welche auch auf
klinische Probleme ausgedehnt werden konnen, gibt Ta-
belle 2 wieder. Es zeigt den Gehalt verschiedener Organe der
Ratten an B-Ketohydrogenase und B-Ketothiolase. Wie
man es von vornherein erwarten wiirde, verlaufen die Ver-
teilungskurven bei beiden Fermenten gleichsinnig. In Le-
ber und Niere, — deren Vermbgen zur Fettsdure-Oxydation
bekannt ist —, erreicht ihre Konzentration die hdchsten
Werte, wihrend das Gehirn, das in hohem MaB auf stin-
dige Zufuhr von Kohlehydraten angewiesen ist, nur un-

l B-Ketohydrogenase p-Ketothiolase

Leber ...........c..000 41,5 15,0
Niere ..........000enn 19,6 17,6
Herzmuskel 37,6 25,8
Nebenniere . 22,0 71,1
Pankreas ... 8,3 _
Hirn ....... 1,2 2,0
Fettgewebe 11,6 8,7
Brustdriise, normal .. 3,5 2,2
Brustdrilse, lactierend . 8,6 4.4
Lunge .. 6,6 2,6

4,1 4,2
Skelettmuskcl 3,0 1,7

Tabelle 2

Verteilung von p-Ketohydrogenase und 3-Ketothiolase in derRatte)
Bei den Zahlenwerten handelt es sich um Enzymeinheiten /mg
- losliches Protein

4) H. R. Mahler, ebenda 206, 13 [1953].

) F, L. Crane, _]. G. Hauge u. H. Beinert, Biochim. biophysica
Acta 77, 202 [1955].

) D. Reinwein u. O. Wicland, unvertffentl. Versuche.
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bedeutende Mengen der beiden Enzyme enthdlt. Die An-
reicherung der p-Ketothiolase in der Nebenniere weist auf
Beziehungen zur Biosynthese der Steroidhormone hin, auf
welche aber hier nicht nédher eingegangen werden kann.

Die Fettsiure-Aktivierung

Die Energie flir die Uberfiihrung der Fettsduren in die
Thioester von Coenzym A wird aus der Spaltung von
Adenosintriphosphat zur Verfiigung gestellt. Wie Lipmann
u. a.4%) beim Studium der Acetat-Aktivierung entdeckten,
wird hierbei ATP nicht in der gewohnten Weise zu Adeno-
sin-diphosphat und Orthophosphat, sondern zu Adenosin-
monophosphat und anorganischem Pyrophosphat gespalten.

Acetat + CoA + ATP < Acetyl-CoA + AMP + PP *)

Diese Form der Spaltung von ATP ist der erstgenannten
energetisch gleichwertig, da es sich in beiden Féllen um die
Losung einer Pyrophosphat-Bindung handelt. Ihr biologi-
scher Sinn liegt vielleicht darin, daB in Gegenwart von
Pyrophosphatase Pyrophosphat hydrolytisch gespalten
und Reaktion 5 auf diese Weise ganz nach der rechten
Seite, d. h. der Synthese von Acetyl-CoA verschoben wird.
Interessant ist, daB man das Enzym Pyrophosphatase weit
verbreitet in lebenden Zellen angetroffen hat.

Mit dem chemischen Mechanismus des Aktivierungs-
vorgangs haben sich mehrere Arbeitskreise befaBt. Aber
erst kiirzlich ist es Berg®) gelungen, die zugrundeliegende
Reaktionsfolge aufzuklidren. Er konnte zeigen, daB aus
Acetat und ATP zunichst Acetyl-adenylat entsteht, das
dann die Acetyl-Gruppe auf Coenzym A iibertragt.

AMP-PP + Acetat = AMP-acetyl + PP
AMP-acetyl + HSCoA = AMP + Acetyl-SCoA

Im Prinzip stimmt dieser enzymatische ProzeB, den man
in verschiedenen tierischen Organen4®. 80) in griinen Pflan-
zens!) und in gewissen Mikroorganismen, wie Hefe4. 52)
oder Rhodospirillum rubrum5®) angetroffen hat, mit dem
durch die schdnen Untersuchungen Stadtmans®¢) aufge-
klarten Aktivierungsvorgang in den Bakterien Clostridium
kluyveri oder Escherichia coli iiberein. Dort wird Acetyl-
CoA iiber Acetyl-phosphat synthetisiert.

ADP—P + Acetat = ADP + Acetyl-P
Acetyl-P -+ HSCoA = P 4 Acetyl-SCoA

In der ersten Stufe reagiert die Sdure immer mit einer -

Phosphat-Gruppe, die in einem Fall an Adenosin gebun-
den, im anderen aber frei vorliegt.

Die hoheren Fettsduren werden in tierischen Geweben in
derselben Weise aktiviert wie die Essigsdure (Reaktion 5).
In der Klasse dieser ,aktivierenden Enzyme®, die vor-
zugsweise in der Leber vorkommen, hat man eine aus-
geprigte Substratspezifitdt angetroffen. Eines der
»Fettsduren aktivierenden Enzyme“ ist auf Fettsduren mit
einer Kettenlinge von 4—11 Kohlenstoff-Atomen einge-
stellt und bringt sowohl geséttigte als auch ungesittigte
und B-Oxysduren mit ATP zur Reaktion%-57), wihrend ein
zweites hohere Fettsduren bis zu C,, aktiviert®0). Die
Aktivierung von Propionsdure wird noch durch das ,,Acetat
aktivierende Enzym* bewerkstelligt.

47y M. E. Jones, S. Black, R. M. Flynn u. F. Lipmann, Biochim.
biophysica Acta 72, 141 [1953].

48y p_ Berg, J. Amer. chem. Soc 77, 3163[1955]

) H. Beinert, D. E. Green, P, Hele, H. Hift, R."W. von Korff u, C.

V. Ramaknshnan J. biol Chemlstry 203, 35 [1953].

80) P. Hele, ebenda 206 671 {1954].

51y A, Millerd u. J. Bonner Arch. Biochemistry 49, 343 [1954].

8%y H. Hilz, Dissert. Univ. Miinchen 1953,

52) M. A Elsenberg Biochim. biophysica Acta 76, 58 [1954].

54) E. R. Stadtman, Record of Chem. Progress 75, 1 [1954].

“) G. R Drysdale u. H. A. Lardy, J. biol. Chemlstry 202, 119 [1953].

se) {ASBngLehnmger u. G. D. Greville, Biochim, blophysica Acta 72,

87y H, Mahler,s J. Wakil u. R. M, Bock, ]. biol. Chemistry 204,
453 119531
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Neben diesem Mechanismus der ATP-Aktivierung spie-
len im Bereich des Fettstoffwechsels enzymatische Reak-
tionen, bei welchen das Coenzym A von einer Sdure zur
anderen {ibertragen wird, eine ebenfalls sehr bedeutsame
Rolle. In zellfreien Extrakten aus Clostridium kluyveri
konnte Stadtman?®8) eine Coenzym A-Transphorase nach-
weisen, welche die reversible CoA-Ubertragung von Acetyl-
CoA auf normale Fettsduren mit einer Kettenlidnge von
1—8 Kohlenstoff-Atomen, auf Vinylessigsdure und auf Milch-
sdure katalysiert.

CH,CO-SCoA + R—-COO- = CH,coo- + R—CO—SCoA (6)

Diese Coenzym A-Transphorase ist dafiir verant-
wortlich, daB die Oxydation von Butyrat in Extrakten aus
Cl. Kluyveri nach einmaliger ,,Ziindung* von selbst weiter-
laufen kann. Von den zwei Molekeln Acetyl-CoA, die beim
Abbau von Butyrat im Fettsiurecyclus entstehen, wird
eines zur Aktivierung von Butyrat verbraucht, wihrend
das zweite durch Umsetiung mit Orthophosphat Acetyl-
phosphat liefert®?).

Acetyl-CoA + Butyrat ———> Butyryl-CoA + Acetat
4 -4 Hl+ H,0
Acetyl-CoA + Acetyl-CoA ;F_ci_ Acetacetyl-CoA
+P
Acetyl-% + CoA

—4H +H,0
—_—

Bilanz: Butyrat 4+ P Acetat + Acetyl-P

Neuerdings wurden Coenzym A-Transferasen auch in
verschiedenen tierischen Organen nachgewiesen®? 61), Hier
bewirkt ein Enzym dieser Kategorie die Ubertragung von
Coenzym A vom Succinyl-CoA auf Acetessigsdure.

Die Synthese der Fette

Bei der Diskussion der biologischen Fettsynthese ist ein-
mal der Vorgang zu behandeln, durch welchen Acetyl-CoA,
das Baumaterial fiir die Kohlenstoffketten, geliefert wird.
Im Tierkorper ist hierfiir in erster Linie der Abbau von
Kohlehydraten verantwortlich, der iiber Brenztrauben-
sdure fithrt, bei dessen Oxydation unmittelbar Acetyl-CoA
entsteht®!), Da der Ubergang einer Triose-Einheit aus dem
Zucker in Acetyl-CoA zwei Dehydrierungsschritte ein-
schlieBt, werden also bei diesem ProzeB gleichzeitig auch
jene zwei Molekeln DPNH erzeugt, die fiir einen Umlauf des
Fettsdurecyclus gegen den Uhrzeiger notig sind*) (Bild 4).

Zucker Fett

s

Bmﬂztmubemdum

feffsduren (oA

%L‘ -SCoA

lceiyl-wﬂ
[ACEOL] 0,

Bild 4. Umwandlung von Kohlehydraten in Fett

Die biologische Umwandlung von Kohlehydrat in Fett
bietet dem Verstdndnis heute keine Schwierigkeiten mehr,
und das gleiche gilt fiir die bekannte Tatsache, daB im
Tierkdrper normalerweise ausschlieBlich unverzweigte,

#8) E. R. Stadtman, ebenda 203, 501 [1953].

89) E. R. Stadtman, Federation Proc, 72, 692 [1953].

¢y D, E. Green, D. S. Goldman, S. Mii u. H, Beinert, ]J. biol. Che-
mistry 202, 137 [1953].

$1) J. Stern, in S. P. Colowick u. N. O. Kaplan: Methods in Enzymo-
logy, 1, 574 Academic Press, New York 1955

*) Davon muB 1 DPNH zunichst FAD, die erkungsgruppe der
Athylenhydrogenase, reduzieren, Das diese Wasserstoff-Uber-
trag&mg vermittelnde Enzym konnte noch nicht identifizlert
werden,
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geradzahlige Fettsduren angetroffen werden. Die Synthese
einer ungeradzahligen Fettsure wiirde ja voraussetzen, daf
beim paarweisen Aufbau der C-Kette aus Acetyl-CoA der
Grundstein nicht Acetyl-CoA, sondern Propionyl-CoA ist.
In diesem Zusammenhang ist zu erwdhnen, dag die Bak-
terienflora im Pansen des Schafes und auch anderer Wieder-
kduer Cellulose zu Propionsdure vergirt, die dann vom
Blut resorbiert wird und dort nachzuweisen ist®), Das ist
der Grund, daB das Fett dieser Tiere regelmafig ungerad-
zahlige Fettsduren enthilt.

Bel dem Vorgang, durch den das Coenzym aus den Acyl-
CoA-Verbindungen wieder in Freiheit gesetzt wird, spielt
nach dem heutigen Wissensstand eine Hydrolyse keine
Rolle. In dem Bestreben, eine Vergeudung der in der Acyl-
mercaptan-Bindung ruhenden Energie zu vermeiden, be-
nutzt die Zelle diese Energieform unmittelbar zu syntheti-
schen Leistungen. Durch Ubertragung der Acyl-Reste auf
die OH-Gruppen der Phosphorglycerinsdure werden Phos-
phatidsduren gebildet, aus denen dann echte Phosphatide
entstehen kdnnen®?). AuBerdem besteht die Mdiglichkeit,
daBl die Phosphatidsduren auch Zwischenprodukte beim
Aufbau der echten Fette sind.

HOCH, RCO-OCH,
2 RCO—SCoA + HO |H —> RCO—OCH + 2 HSCoA
H,COPO,2- H,COPO-

Beim Studium dieses,,Saurereste tibertragenden Enzyms*,
das von Kornberg und Pricer®) in der Leber nachgewiesen
werden konnte, ergab sich ein ausgeprigtes Wirksamkeits-
optimum fiir die Derivate der Fettsduren mit 16—18 Koh-
lenstoffatomen, also der Palmitin-, Stearin- und Olsaure
(Bild 5). Es ist naheliegend, damit das bevorzugte Auf-
treten dieser Sduren im tierischen Organismus zu erkldren.
In Gegenwart des Enzyms werden aus der Reihe der
verschiedenen, den Bereich von C; bis hinauf zu C; und
noch hoher umspannenden Fettsdure-CoA-Derivate, die
wahrend der Biosynthese der Kohlenstoffketten neben-
einander vorhanden sind, vorwiegend Palmitin- und
Stearinsaure auf Glycerin iibertragen, so daB gerade diese
Sduren durch den- Fettsdurecyclus laufend nachgeliefert
werden miissen.

3
T

relatrve Aktivitat
S

2}
G 9 (4 Cn Co Can
_

Bild 5
Substratspezifitit des Enzyms der Phosphatlds&ure-Synthese“)
Abszisse: Anzahl der Kohienstoffatome im an CoA gebundenen
FettsAurerest
Ordinate: relative Geschwindigkeit der enzymatischen Acyl-Uber-
tragung, wobei Geschwindigkeit mit Margaryl-CoA (C,;) = 100

") Vl R. J. Permlng'lon, Biochemic. J. 56, 41051954]

P. Kennedy, Federation Proc. 73, 241
“) A Kombergu W. E. Pricer jr., ]. biol. Chemlstry 204, 345 [1953].
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Reaktionen des Acetyl-CoA

Das beim ProzeB der p-Oxydation aus den Fettsduren
gebildete Acetyl-CoA kann vom Organismus in doppelter
Weise weiter umgesetzt werden. Die Kondensation mit
Oxalacetat unter der katalytischen Wirkung des ,,konden-
sierenden Enzyms* leitet die vollstandige Verbrennung
im Citronensdurecycius ein, wobei schllethh Kohlen-
dioxyd und Wasser entstehen.

CH,CO—SCoA + -00C—CH,-CO~CO0- + H,0 =

Acetyl-CoA Oxalacetat
CH,—CO0O-
HO-C—COO- + HSCoA + H+
CH,—COO-
- -Citrat ~

Da nun aber im Organismus zur Synthese von Eiweif§
stindig Ketosduren aus dem Citronensiurecyclus entnom-
men werden, kann dieser Proze8 nur durch laufende Zufuhr
von Oxalessigsiure in Betrieb gehalten werden. Fiir diesen
ZufluB von Oxalessigsdure sind im Tierkdrper Carboxy-
lierungsprozesse maBgebend, bei denen Brenztraubensdure
oder auch Phosphor-brenztraubensaure mit CO; vereinigt
werden®s- ¢)  Da diese S3uren beim biologischen Abbau
von Zucker gebildet werden, ist es verstandlich, warum im
hoheren Organismus zwischen der Verbrennung von Fetten
und dem Kohlehydratstoffwechsel enge Beziehungen be-
stehen. Wird dieses Zusammenspiel gestdort, dann bleibt,
wie man seit langem weif}, der Fettsiureabbau auf der
Stufe der Keton-Kdrper stehen. Heute kann man dies
damit erkliren, daB unter solchen Bedingungen zwei
Molekeln Acetyl-CoA zu Acetacetyl-CoA zusammentreten,
durch dessen hydrolytische Spaltung dann Acetessigsaure
gebildet wird®?),

(B-Ketothiolase)
2 Acetyl-CoA & CH,~CO—-CH,—~CO—SCoA + HSCoA

+ HO0 l(Acetacetyl-CoA-Deacylase)

CH,~CO—CH,—COO- + H* 4 HSCoA

Das Vorkommen groBer Mengen des hydrolysierenden
Fermentes, einer sog. Deacylase, in der Leber, ist fiir die
Entstehung von Acetessigsiure in diesem Organ verant-
wortlich . #7. 87)_ Breysch) vertritt die Ansicht, da8 die-
ser ProzeB auch beim gesunden Organismus eine wichtige
Rolle spielt. Die Oxydation der Fettsiuren in der Leber
soll demnach nur bis zur Stufe der Acetessigsdure fiihren,
die dann durch das Blut den peripheren Organen angeboten
und dort iiber den Citronensiurecycius definitiv zu H,0
und CO, verbrannt wird. Als Transportform kommt auch
die durch Reduktion aus der Ketosdure gebildete D-f-
Oxybuttersdure in Betracht, die wie Acetessigsdure noch
etwa 2/; des Verbrennungswertes der Fettsauren enthilt.
Der enzymatische Mechanismus einer Verbrennung von
Acetessigsiure in der Peripherie ist durch neue Arbeiten
aus den Laboratorien in Madison®%) und New York®) klar-
gestellt worden. 1In beiden Arbeitskreisen konnte ein
neues Enzym ais Bestandteil der Muskuiatur nachgewie-
sen werden, das eine reversible CoA-Ubertragung von
Succinyl-CoA auf Acetacetat katalysiert.

Acetacetat + Succinyl-CoA = Acetacetyl-CoA + Succinat

) §. Ochoa, in J. B. Sumner u. K. Myrbdck: The Enzymes, Bd. I,
8. 929, Academic Press, New York 1952.

%) M. F 'Utter u. K. Kurahashi, J. biol. Chemistry 207, 821 [1954].

oy g Stern, M. J. Coon u. A. del Campillo, Nature [London)
171 28 [1953].

$8) F. L. Breusch, diese Ztschr., 62, 66 [1950].
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Da Succinyl-CoA im Citronens&urecyclus auftritt), wird
auf diesem Wege die Energie fir die Aktivierung von Acet-
essigsdure, also fiir die Bildung von Acetacetyl-CoA un-
mittelbar dem Citronensdurecyclus entnommen, Anschlie-
Bend kann dann Acetacetyl-CoA unter Mitwirkung von
B-Ketothiolase und ,,kondensierendem Enzym*“ des Muskels
in bekannter Weise in den Citronensdurecyclus einge-
schleust werden (Bild 6).

0,
Feltsduren

FP4)  p-Ketoacy!-CoA
AMP

Agyl-CoA

__a-Keloglutarat

[(ASEEE) Kohlshydrate

Bild 6. Zusammenspiel von Fettsdure- und Citronenséurecyclus

AuBer im Muskel ist diese CoA-Transferase bisher auch

noch in der Niere angetroffen worden. Dort findet sie sich

vergesellschaftet mit einem anderen Enzym der Acetacetat-
Aktivierung, bei welchem, — analog der Aktivierung ge-
sdttigter Fettsduren — die Spaltung von ATP die Energie
liefert 7).,

Acetacetat + CoA + ATP = Acetacetyl-CoA + AMP 4+ PP

Das Zusammenspiel zwischen Fettsdure- und Citronen-
sdurecyclus, ist in Bild 6 noch einmal schematisch wieder-
gegeben. Dieses Schema 148t erkennen, daB beide Alter-
nativen fiir den Umsatz von Acetyl-CoA, die Bildung von

Aquivalente-ATP
vertroucht| gebildet

mEm o"/su re Pa/mit/l'/l jure Glﬂ in il
T T -

Steoryl-CoA  Oleyl-CoA FPalmityl-CoA Glycerin-phosphar2:2:2*1)

Palmito-oleg-stearin(CssHop Gs)
Mol Gew. 860

“3H,0

\/
0, - 723
1113470}
26 Acelly!-CoA Acetyl-CoA
- 324
A8 54 €0, 5: LLOATP
Blld 7

ATP-Bilanz der Fettsfureoxydatlon
1 Aqulvalent ATP entspricht einer Pyrophosphat-Bindung, Wenn
somit bei der Aktivierung der FettsAuren AMP gebildet wird, so
entspricht dies 2 Aquivalenten, da das gleichzeitig gebildete Pyro-
phosphat in der Zelle wahrschelnlich sofort hydrolysiert wird

%%) Vgl. T. Biicher, diese Ztschr. 62, 256 [1950].
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Citrat sowohl wie die Bildung von Acetacetat, freies Coen-
zym A an den Fetts&urecyclus zuriickgeben, wo es zur Ak-
tivierung neuer Fettsdure-Molekeln und beim Thiolyse-
Schritt laufend benétigt wird. Somit kann man verstehen,
daB Coenzym A im Leben katalytisch wirkt und in der
Bilanzgleichung der p-Oxydation der Fettsiuren nicht er-
scheint.

Die ATP-Bilanz der Fettoxydation

Es ist heute bekannt, daB fiir den
energetischen Wirkungsgrad von Stoff-
wechselvorgangen einzig und allein die
Bildung energiereicher Phosphat-
Bindungen mabBgeblich ist, die in
Form von Adenosintriphosphat den
Energiebedarf des Organismus speisen
konnen®). Nimmt man nun an, da8
die iiber die Glieder der Atmungskette
ablaufende Oxydation des hydrierten
gelben Fermentes (Athylenhydrogen-
ase) zwei energiereiche Phosphat-Bin-
dungen, jene des hydrierten Pyridins
(B-Ketohydrogenase) aber deren drei
liefert, so ergibt sich die in Bild 7 wie-
dergegebene ATP-Bilanz fiir die biolo-
gische Fettoxydation. Bild 7146t zweier-
lei erkennen. Einmal, daB jene ATP-
Aquivalente, die bei den Prozessen der Fettsiure- oder
Glycerin-Aktivierung verbraucht werden, bezogen auf den
Gesamtvorgang, iiberhaupt nicht ins Gewicht fallen. Im
Falle des Palmito-oleostearins macht dieser Verbrauch
noch nicht einmal 29 des gebildeten ATP aus. AuBerdem
zeigt diese Bilanz, daB der Organismus beim Abbau von
Fett bis zur Stufe des Acetyl-CoA bzw. der diesem stofi-
wechselmiBig nahezu gleichwertigen Acetessigsdure®) nur
etwa ein Viertel der mbglichen ATP-Menge gewinnen kann.
Der Rest wird erst bei der Oxydation des Acetyl-Restes im
Citronensdurecyclus entbunden. Auf die Frage, was der
Grund fiir die energetische Sonderstellung des Fetts unter
den Nahrungsstoffen ist, lautet daher die Antwort: Der bei
Abbau gleicher Gewichtsmengen verschiedener Nahrungs-
stoffe wesentlich groBere Anfall an Acetyl-CoA. Zur Bil-
dung von 1 Mol Acetyl-CoA sind ndmlich 81 g Stirke,

aber nur 31,7 g Fett nétig.
Eingeg. am 26. Juli 1955 [A 668)

Nachtrag: Anlaglich der 11. Internat. Konferenz iiber bilochemische
Probleme der Lipoide (28.—30. Juli 1955 in Gent), wurde zwischen
den verschiedenen Arbeitskreisen folgende Nomenklatur fir die En-
zyme des Fetts@ure-Stoffwechsels vereinbart:

Systematischer Name Trivlalname| Bisheriger Name

Acyl-dehydrogenase _—
(z. B. Butyryl-dehydrogenase)
Enoyl-hydratase
(z. B. Crotony}-hydratase)
B-Oxyacyl-dehydrogenase —
B-Ketoacyl-thiolase Thiolase
(z. B. Acetacetyl-thiolase

Athylenhydrogenase
Crotonase Crotonase

pg-Ketohydrogenase
p-Ketothiolase

Thiokinase _ ,yaktlvierendes
(z. B. Acetat-thiokinase) Enzym*
Thiophorase —_

(z. B. Acetacetyl-succinat-
thiophorase,
Acetyl-butyrat-thiophorase)

CoA-Transferase

CoA-Transphorase

*) In der Leber entsteht Acetacetat aus Acetyl-CoA ohne Bildung
von ATP, Der gleiche Vorgang im Muskel kann jedoch 1 ATP
liefern, weil hier die Freisetzung von Acetacetat aus Acetacetyl-
CoA nicht hydrolytisch, sondern durch Umsetzung mit Succinat
verlduft:

Acetacetyl-CoA 4 Succinat

. Succinyl-CoA + ADP + P

Acetacetat 4 Succinyl-CoA
Succinat + CoA 4+ ATP#)

=
=2

=

=2
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