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Die auBBerordentliche Auszeichnung, die das K6nigliche
Karolinische Institut den Arbeiten von Konrad Bloch
und mir ,,Uber Mechanismus und Regulation des Cho-
lesterin- und Fettsdureumsatzes* zuerkannt hat, legt mir
die ehrenvolle Verpflichtung auf, iiber meine Unter-
suchungen einen Bericht zu erstatten.

Meine erste Beriithrung mit der dynamischen Biochemie
im Jahre 1937 erfolgte in einem liberaus giinstigen Mo-
ment. In das von Jons Jakob Berzelius erkannte Ge-
heimnis der biologischen Katalyse hatten soeben die
wunderbaren Untersuchungen iiber die Enzymkette der
Atmung, iber das sauerstoffiibertragende Himinferment
der Atmung, iiber die Cytochrome, die gelben Fermente
und die Pyridinproteide die ersten Lichtstrahlen auf die
zugrundeliegenden chemischen Prozesse geworfen. Das
fir die Erndhrung von Mensch und Tier unentbehrliche
Vitamin B; war in Form des Phosphatesters von Hugo
Theorell als die Wirkungsgruppe einer wichtigen Enzym-
klasse erkannt worden, und die fiir ,,das Leben ohne
Sauerstoff*“ im Sinne Pasteurs mabBgeblichen Girungs-
prozesse waren als das Ergebnis einer Folge von Reak-
tionen aufgekliart worden, in deren Zentrum ,,Wasser-
stoffverschiebung* und ,,Phosphatverschiebung* mit
Adenosintriphosphat als phosphatiibertragendem Co-
ferment standen. Aber die fiir das Verstdndnis des che-
mischen Zusammenhangs zwischen Oxydation und
Phosphorylierung maBgebliche Schliisselsubstanz, 1,3-
Diphosphoglycerinsidure, lag noch im tiefen Meer des
Unbekannten. Otfo Warburg war ihr im Rahmen seiner
Untersuchungen iiber die Gérungsfermente jedoch be-
reits auf der Spur und konnte sie 1939 der Fachwelt pri-
sentieren. Fiir einen jungen Biochemiker waren es un-
geheuer aufregende Jahre.

[*] © 1965 The Nobel Foundation. ~ Wir danken der Nobel-

Stiftung, Stockholm, fiir die Genehmigung zum Nachdruck dieses
Vortrages.
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In diesen Zeitabschnitt fiel meine erste selbstindige Un-
tersuchung [1], die dem Stoffwechsel von Hefezellen
nach dem Einfrieren in fliissiger Luft galt und die mich
gleich mit dem Mechanismus der alkoholischen Gérung
in Berlihrung brachte. Diese Arbeit war fiir mich sehr
lehrreich und vermittelte zwei wichtige Erfahrungen:
Einmal, da3 beim Experimentieren mit lebenden Zellen
den Permeabilititseigenschaften der Zellmembranen be-
sondere Beachtung zu schenken is¢, und zum anderen,
daB das Adenosinpolyphosphat-System in der Zelle
auBer bei der Energieiibertragung auch bei der Steuerung
der Stoffwechselvorginge maBgeblich beteiligt ist [2].
Mit dieser Untersuchung wurde mein Interesse fiir die
Fragen der Stoffwechselregulation geweckt, das mich
gleich zur Untersuchung des Pasteur-Effekts fiihrte [3]
und mir bis heute erhalten geblieben ist.

Die ,,aktivierte Essigsdure**

DaB ich dann zur Beschiftigung mit dem Problem des
Essigsdurestoffwechsels kam, entsprang meinem Aufent-
halt im Laboratorium Heinrich Wielands. Dort hatte
man die Oxydation der Essigsiure durch Hefezellen stu-
diert und gefunden, daB zwar die Hauptmenge der
Essigsdure vollstandiger Oxydation anheimfillt, aber
ein Teil in Form von Bernstein- und Citronensiure lie-
gen bleibt [4]. Der Thunberg-Wieland-ProzeB, wonach
zwei Molekiile Essigsdure unter Dehydrierung Bern-
steinsaure liefern und diese iiber Oxalessigsdure, Brenz-

[1] F. Lynen, Liebigs Ann. Chem. 539, 1 (1939).
[2] F. Lynen, Naturwissenschaften 30, 398 (1942).
{31 F. Lynen, Liebigs Ann. Chem. 546, 120 (1941).

[4] H. Wieland u. R. Sonderhaff, Liebigs Ann. Chem. 499, 213
(1932).
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traubensidure und Acetaldehyd Essigsdure zuriickbildet
oder auf der Stufe der Oxalessigsiure mit einem weite-
ren Molekiil Essigsdure zu Citronensiure zusammen-
tritt (Abb. 1), konnte diese Befunde erklédren. Die experi-
mentelle Priifung dieser Vorstellung durch Wielands
Schiiler Robert Sonderhoff [5] brachte jedoch eine Uber-
raschung. Die nach Darreichung von Trideuterioessig-
siure an Hefezellen gebildete Citronensdure enthielt
zwar die erwartete Menge Deuterium, aber die Bern-
steinsdure nur die Hilfte der nach Wielands Schema zu
fordernden vier Deuteriumatome.

Martius-Neuberg

Abb. 1. Vorsteilungen vom Essigsdure-Abbau in Hefe.

Die Losung der hiermit aufgeworfenen Probleme lieferte
Carl Martius [6]. Br erkannte, daB sich die Citronen-
sdure im tierischen Stoffwechsel mit Isocitronensdure
ins Gleichgewicht setzt und unter Oxydation o-Keto-
glutarsiure liefert, deren Ubergang in Bernsteinsdure
schon Carl Neuberg gefunden hatte (Abb. 1), Nach die-
sen Ergebnissen konnte man mit ziemlicher Sicherheit
annehmen, daB} die Bernsteinsdure, die von der Hefe aus
Acetat gebildet wird, auf dem Weg iiber die Citronen-
siure entstanden sei [7]. Die Versuche Sonderhoffs mit
deuterierter Essigsdure brachten noch eine weitere wich-
tige Entdeckung. Bei der Analyse der Hefezellen selbst
stellte sich ndmlich heraus, daf3 zwar die Fraktion der
Kohlenhydrate nur unbedeutende Mengen Deuterium
enthielt, in den gebildeten Fettsduren und der Sterin-
fraktion dagegen viel schwerer Wasserstoff vorhanden
war. Dies bewies, daB Fettsduren und Sterine auf di-
rektem Wege aus Essigsidure entstanden waren und nicht
auf dem Umweg iiber die Kohlenhydrate. Durch den
frithen Tod Sonderhoff's wurden diese wichtigen Befunde
im Miinchner Laboratorium nicht mehr weiter verfolgt.
Auf diesem Gebiet haben erst die Isotopenversuche
Konrad Blochs, woriiber er selbst berichtet, die Aufkla-
rung gebracht.

Mein Interesse wandte sich zunidchst ganz der Um-
wandlung der Essigsdure in Citronensdure zu, die mit
der Formulierung des Citronensdure-Cyclus durch Hans
Adolf Krebs [8] in den Mittelpunkt des aeroben Kohlen-
hydratabbaus geriickt war. Im Gegensatz zu Krebs, der in
Brenztraubensiure den Kondensationspartner der Oxal-

[5) R. Sonderhoff uw. H.Thomas, Liebigs Ann. Chem. 530, 195
(1937).

[6] C. Martius, Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem. 247, 104 (1937).
[7] F. Lynenu. N. Neciullah, Liebigs Ann. Chem. 541,203 (1939).
[8] H. A. Krebs u. W. A. Johnson, Enzymologia 4, 148 (1937).
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essigsédure sah, waren wir auf Grund der besprochenen
Versuche an Hefe fest davon iiberzeugt, da8 Brenz-
traubensdure zundchst zur Stufe der Essigsdure oxydiert
wird und dann erst die Kondensation zustandekommt.
Allein, unsere Versuche, die Synthese der Citronensiure
aus Oxalessigsidure und Essigsdure mit Hefezellen zu er-
reichen, deren Membranen durch Einfrieren in fliissiger
Luft auch fiir mehrbasige Sduren durchlissig gemacht
worden waren blieben erfolglos [7].

Hier fiihrte die Beobachtung von Wieland [9] weiter,
daB Hefezellen, die durch Schiitteln unter Sauerstoff an
endogenen Brennstoffen ,,verarmt* worden waren, zu-
gesetzte Essigsiure erst nach einer gewissen ,,Induk-
tionszeit* oxydieren konnten (Abb. 2). Diese ,,Induk-
tionszeit* lieB3 sich durch Zugabe geringer Mengen eines
leicht oxydierbaren Substrats, wie Athylalkohol, aber
auch Propyl- und Butylalkohol, abkiirzen, was ich damit
erklirte, daB3 Essigsdure auf Kosten der Oxydation des
Alkohols oder der Zwischenprodukte des Citronen-
sdure-Cyclus in eine ,,aktivierte Essigsdure** iibergeht,
und sich erst diese mit Oxalessigsidure kondensieren
kann [10].
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Abb. 2. Wirkung von Alkohol auf die ,,Induktionszeit* beim
Essigsdure-Abbau.

Riickblickend 1483t sich feststellen, daB3 ich unabhingig
in den gleichen Problemkreis geraten war wie Fritz Lip-
mann [11], der die Unentbehrlichkeit anorganischen
Phosphats fiir die Brenztraubensdureoxydation durch
Milchsidurebakterien gefunden hatte und als Oxyda-
tionsprodukt Acetylphosphat nachweisen konnte. Da
man in diesem Anhydrid aus Essigsdure und Phosphor-
sdure die ,,aktivierte Essigsdure* vermuten konnte, syn-
thetisierte ich das kristallisierte Silbersalz der Acetyl-
phosphorsidure [12]. Aber wieder versagte das Experi-
ment; bei der Inkubation des Acetylphosphats mit
Oxalessigsdure und Hefepraparaten war keine Citronen-

[9]1 H. Wieland, O. Probst u. M. Crawford, Liebigs Ann. Chem.
536, 51 (1938).

{10] F. Lynen, Liebigs Ann. Chem. 552, 270 (1942).
[11) F. Lipmann, J. biol. Chemistry 134, 463 (1940).
[12) F. Lynen, Ber. dtsch. chem. Ges. 73, 367 (1940).
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sdure zu erhalten. Auf dieser Stufe blieb dann meine
Arbeit an diesem Problem fiir einige Jahre stehen, wo-
fiir nicht zuletzt die der freien Forschung abtriglichen
Zeitliufe verantwortlich waren.

Als sich dann nach mehrjdhriger Unterbrechung der
wissenschaftliche Kontakt mit der Umwelt wieder ein-
stellte, erfuhr ich von den Fortschritten, die bei der Be-
arbeitung des Problems der ,,aktivierten Essigsdure® in-
zwischen erzielt worden waren. Fritz Lipmann hat die
Entwicklung in seinem Nobelvortrag ausfiihrlich ge-
schildert [13], und ich brauche sie nicht zu wiederholen,
Der wesentliche Fortschritt bestand in der Erkenntnis,
daB an der Bildung der ,,aktivierten Essigsdure aus
Acetat auBBer ATP als Energiequelle noch das neuent-
deckte, das Vitamin Pantothensdure enthaltende Coen-
zym A beteiligt ist und die ,,aktivierte Essigsdure** wahr-
scheinlich ein acetyliertes Coenzym A sei.

Versuche an Hefezellen, die ich zusammen mit Reichert
und Rueff'[14,15] vornahm, waren mit einer solchen
Vorstellung gut vereinbar. Wir fanden, da3 wihrend der
,,lnduktionszeit“, welche die Oxydation der Essigsdure
durch ,,verarmte“ Hefe einleitet (Abb. 2), Atmungsin-
tensitdt und Coenzym-A-Gehalt einander proportional
sind. Sobald die Oxydation der Essigsdure in vollem
Gange war, hatte der Coenzym-A-Gehalt der Hefe ein
hohes Plateau erreicht. Wir nahmen deshalb an, daB3
Hefezellen in dieser Phase auch reich an acetyliertem
Coenzym A und das geeignete Ausgangsmaterial zu sei-
ner isolierung sein muflten. Wir hitten die Versuche zur
Isolierung des Acetyl-CoA moglicherweise nicht in An-
griff genommen, wire ich nicht schon von der 1dee be-
sessen gewesen, daf sich ein Thioester dahinter verbirgt.
Ich erinnere mich noch ganz genau, wie mir dieser Ein-
fall kam. Es war auf dem kurzen abendlichen Heimweg
von einem Gesprich mit meinem Schwager, Theodor
Wieland, in dem wir stundenlang ohne Ergebnis dariiber
diskutiert hatten, an welcher Gruppe des Pantothen-
sdurebausteins im Coenzym A der Essigsdurerest wohl
gebunden sein konnte. Auf dem kurzen Weg fiel mir
plotzlich ein, daB3 Lipmann [16] in der Publikation iiber
das Coenzym A den Gehalt an Disulfiden erwihnt hatte,
allerdings ohne ihm weitere Beachtung zu schenken.
Das war nicht verwunderlich, denn das untersuchte
Coenzym-A-Priparat war noch keineswegs rein. Fiir
mich gewann diese Anmerkung aber Bedeutung, weil
mir aufgefallen war, daB die damals schon bekannten
coenzym-A-abhingigen Enzymreaktionen samt und son-
ders des Zusatzes von Cystein oder Glutathion bedurf-
ten. Ich fafte beide Befunde in der Annahme zusam-
men, daB der Schwefel ein wesentlicher Bestandteil des
Coenzym A sei und nur als Sulfhydrylgruppe die Funk-
tionen des Coenzyms ausiiben konne.

Es hat uns deshalb nicht sonderlich iiberrascht, als sich
die ,,aktivierte Essigsdure** im Verlauf der Reinigung
aus Hefekochsaft als Thioester oder, was damit gleich-

[13] F. Lipmann: Les Prix Nobel en 1953. Stockholm 1954, S.151.
[14]) F. Lynen u. E. Reichert, Angew. Chem. 63, 47 (1951).

[15] F. Lynen, E. Reichert u. L. Rueff, Liebigs Ann. Chem. 574,
1 (1951).

[16] F. Lipmann, N. O. Kaplan, G. D. Novelli, L. C.Tuttle u.
B. M. Guirard, J. biol. Chemistry 186, 235 (1950).
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bedeutend ist, als Acylmercaptan aus Essigsiure und
Coenzym A herausstellte [14,15]. Seine Identifizierung
gelang auf verschiedenen Wegen und ist an anderer
Stelle ausfiihrlich beschrieben [15,17]. Ich mochte mich
hier auf die Erwihnung eines einzigen Beweisstiicks be-
schrinken, weil dabei eine neue kolorimetrische Me-
thode in Anwendung kam. Thioester geben mit Nitro-
prussidnatrium und Alkali eine verzogerte Farbreak-
tion, die sich quantitativ auswerten 148t [18]). Als wir
im Verlauf der Reinigung bei verschiedenen Préiparaten
den Gehalt an ,,aktivierter Essigsdure®, durch die en-
zymatische Acetylierung von Sulfanilamid gemessen,
und den Gehalt an Thioester verglichen, ergab sich voll-
kommene Ubereinstimmung zwischen beiden Werten
(Abb. 3).
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Abb. 3. Identitit von Acetyl-Donator und Thioester.

@) Zerlegtes Bariumsalz
® Elution von Aktivkohle
A[] Trockenpraparate (nach Acetonfillung)

Inzwischen war auch durch die Untersuchungen von
Snell und Mitarbeitern [19] der Schwefelgehalt des
Coenzym A gesichert und nachgewiesen worden, daB
die Sulfhydrylgruppe im Coenzym A als Pantethein,
dem Peptid aus Pantothensidure und Cysteamin, vorliegt.
Die Formel der ,,aktivierten Essigsdure, wie sie sich
nach Aufkldrung der Konstitution des Coenzym A er-
gab, die Lipmann [13] in seinem Nobelvortrag geschil-
dert hat, ist in Abb. 4 wiedergegeben.
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Abb. 4. Formel der ,,aktivierten Essigsdure’* = Acetyl-CoA.

Nach der gelungenen Isolierung der ,,aktivierten Essig-
sdure’ und ihrer Identifizierung mit Acetyl-CoA fiihrten
wir als nédchstes den Nachweis, daB wir den lange ge-
suchten Acetyldonator in Hinden hatten, der, auBer fiir
die Acetylierung des Sulfanilamids, auch fiir die Bildung
von Acetylcholin, von Citronensiure und von Acet-
essigsdure den Essigsdurerest liefert (vgl. [17]). Mit die-

[17] F. Lynen, Harvey Lectures 48, 210 (1954).
[18] F. Lynen, Liebigs Ann. Chem. 574, 33 (1951).

[19] E. E. Snell u. G. M. Brown, Advances in Enzymol. 14, 49
(1953).
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Acyl-Donator

sen Experimenten wurde die Funktion des Coenzym A
als die eines Acetyliibertragers chemisch aufgeklért
(Abb. 5). Sie beruht auf der reversiblen Bindung des
Acetylrestes an die Sulfhydrylgruppe des Coenzyms.
Mit dieser Bindung gewinnt die Acetylgruppe die fiir
ihre vielfdltigen Umsetzungen im Stoffwechsel erforder-
liche doppelte chemische Reaktivitidt: mit nucleophilen
Substituenten an der Carbonylgruppe und mit elektro-
philen Substituenten an der benachbarten Methylgruppe
[21--23].

Acyl-Acceptor
Acyl-SCoA---+Acyl-SCoA
1. Enzym 2, Enzym

Wanderung
durch Diffusion

Abb. 5. Schema der enzymatischen Acylitbertragung.

Die Ubertragung der Acetylgruppe vom Donator zum
Acceptor unter Vermittlung spezifischer Enzyme unter-
liegt den gleichen GesetzmiBigkeiten wie der zum Zeit-
punkt dieser Untersuchungen bereits wohlbekannte
Wasserstoff- oder Phosphattransport [24]. Auch bei der
Acetyliiberfragung ist es wesentlich, daB die Bindungs-
energie, im Sinne von Lipmann [20], beim Ubergang
vom Donator auf das Coenzym A erhalten bleibt. Es
lieB3 sich auch aussagen, daB3 die ,,Bindungsenergie* des
Thioesters Acetyl-CoA von gleicher GroBenordnung

Fettsiuren

c oAsNTP

CH;3-CO-5CoA

Thiolase

HSCoA
-CH-CO-CH;-CO-SCoA

sein mubBte wie diejenige des Acetylphosphats oder des
ATP [15], was spiter durch exakte Messungen in vollem
Umfang bestétigt wurde (vgl. [23]). Dies war ¢ine Er-
kenntnis von weittragender Bedeutung, weil damit die
sogenannte ,energiereiche Phosphatbindung® ihre Son-
derrolle im Energiehaushalt der Zelle einbiifte und zu

[20] F. Lipmann, Advances in Enzymol. /, 99 (1941).

[211 F. Lynen, Federation Proc. 12, 683 (1953).

[22] F. Lynen, J. cellular comparat. Physiol. 54, Suppl. 1, 53
(1959).

[23] L. Jaenicke u. F. Lynen, in P. D. Boyer, H. Lardy u. K. Myr-
bick: The Enzymes. Academic Press, New York und London
1960, Bd. 3, S. 3.

[24] O. Warburg: Wasserstoffiibertragende Fermente. Verlag Dr.
W. Saenger, Berlin 1948.
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erwarten war, dall auBer den ,,energiereichen* Phos-
phaten und Thioestern noch weitere ,.energiereiche*
Verbindungen im Intermediidrstoffiwechsel auftreten.
Diese Vermutung ist inzwischen mehrfach bestétigt wor-
den.

Der Fettsiure-Cyclus

Die Erkenntnis, daB im Acetyl-CoA ein Thioester vor-
liegt, war auch in einer anderen Hinsicht von groBter
Bedeutung. Es war aus Untersuchungen zum Fettsiure-
abbau durch Mitochondrien aus Leber oder Bakterien-
extrakten bereits bekannt, daBl die Sduren erst ,,akti-
viert" werden miissen, bevor die $-Oxydation einsetzen
kann (vgl. [25]). AuBlerdem hatte das Studium des Ab-
baus von Acetessigsdure und héheren B-Ketosduren er-
geben, daf} Citronensaure gebildet wird und der Weg
somit iiber ,,aktivierte Essigsgure* fiihrt (vgl. {26]). Die
Entdeckung der Thioesterbindung im Acetyl-CoA er-
moglichte es mir, ein chemisches Reaktionsschema fiir
die Fettsdure-Oxydation zu formulieren, das allen bis-
herigen Befunden gerecht wurde [14,15,27]. Es zeigte
sich, dall im Prinzip die Knoop-Dakinsche Formulie-
rung der B-Oxydation [28,29] beibehalten werden konn-
te, wenn man die freien Sduren durch ihre Coenzym-A-
Derivate ersetzt (Abb. 6). Die Schliisselreaktion der gan-
zen Abbaufolge (,,Fettsiure-Cyclus), die mit Dehy-
drierungen und einer Hydratisierung vorbereitet wird,

-2H (FAD === FADH,)

Acyl-CoA-Debydrogenase

~-CH,-CH=CH-CO-SCoA

Enoyl-CoA-Hydratase

-H,0
+HO

-CHZ-C‘IH-CHZ—CO-SCOA
OH

—~7 (DPN*' == DPNH + H)
f-Hydroxyacyl-CoA-Dehydrogenase

Abb. 6. Der , Fettsiure-Cyclus®.

besteht in der thiolytischen Spaltung der 3-Ketosdure
durch Coenzym A. Dabei entsteht Acetyl-CoA und das
Coenzym-A-Derivat einer Fettsiure, die zwei Kohlen-
stoffatome weniger enthilt als die Ausgangssiure, und
die nun sofort im néchsten Umlauf in gleicher Weise

{251 E. P. Kennedy and A. L. Lehninger, in W. D. McElroy u.
B. Glass: Phosphorus Metabolism. The Johns Hopkins Press,
Baltimore 1952, Bd. 2, S. 253.

[26] C. Martius u. F. Lynen, Advances in Enzymol. 10, 167
(1950).

[27]1 F. Lynen, L. Wessely, O. Wieland u. L. Rueff, Angew. Chem.
64, 687 (1952).

[28] F. Knoop: Oxydationen im TierkOrper. Enke-Verlag, Stutt-
gart 1931,

[29} H. D. Dakin: Oxidations and Reductions in the Animal
Body. Longmans, Green and Co., London 1912.
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oxydativ umgewandelt wird. Diese Reaktionsfolge kann
wiederholt werden, bis die Fettsdure vollstindig in
Acetyl-CoA umgewandelt ist.

Das Substrat wird in dieser wiederholten Reaktionsfolge
regeneriert, die dadurch dem Citronensédure-Cyclus oder
dem cyclischen ProzeB bei der Harnstoffsynthese dhnelt.
Jedoch entstehen bei diesen cyclischen Prozessen nach
jedem Umlauf identische Substrate, dagegen bildet der
Fettsdure-Cyclus bei jedem Umlauf eine homologe kiir-
zere Kette. Es wiire daher korrekter, die Fettsdureoxy-
dation durch einen Spiral- als durch einen Kreisproze3
zu beschreiben.

Als ich zusammen mit Wessely, Wieland, Seubert und
Ruefi” das Studium der vier Reaktionsschritte des Fett-
siure-Cyclus in Angriff nahm, synthetisierten wir zu-
niichst, um die Eigenschaften der vermuteten Zwischen-

res Verfahren zur préparativen Darstellung der CoA-
Derivate bedient sich spezifischer Enzyme, wofiir sich in
erster Linie die Enzyme der ,,Fettsdure-Aktivierung*
als geeignet erwiesen (vgl. [36]).

Parallel zu unseren Untersuchungen am Fettsdure-Cy-
clus gingen Untersuchungen bei Ochoa und bei Green
(vgl. [37]). Auch sie ergaben, daB in den beiden Oxyda-
tionsschritten Flavinadenindinucleotid bzw. Diphospho-
pyridinnucleotid den Wasserstoff ibernehmen und da
im Hydratisierungsschritt r-(+)-Hydroxybutyryl-CoA
und seine Homologen gebildet werden (Abb. 6). Beim Stu-
dium der Thiolase, die als Schliisselenzym des Fett-
sdure-Cyclus die Abspaltung von Acetyl-CoA besorgt,
hatten sich Hinweise dafiir ergeben, daBl im aktiven
Zentrum des Enzyms eine Sulfhydrylgruppe steht. Meine
Vermutung, daB diese am katalytischen ProzeB im

N-Acetylcysteamin

Sinne der Gleichungen (1) und (2) teilnimmt [21],
konnte ich vor kurzem zusammen mit Gehring beweisen

NHa
/
g j“ w, G OH  HC OH , ‘
N N cog 0-P-0~CHp~C~CH- G- NH-CHy-CH; - ¢ -NH-CH,~ CHpSH
oSl 6 o lu, O O
A A
\(F(,:H Coenzym A
HO O
0=p-OH
oH

Abb. 7. N-Acetylcysteamin, ein Bauelement des Coenzym A.

produkte kennen zu lernen, Modellverbindungen, in de-
nen das komplizierte Coenzym A durch das einfache
Bauelement N-Acetylcysteamin ersetzt war (Abb. 7).
Dabei entdeckten wir die spezifischen UV-Absorptions-
banden der Thioester der o,-ungesittigten Sduren und
der -Ketosduren, die fiir Enzymversuche zu einem un-
erldBlichen analytischen Hilfsmittel wurden [21,30]. Die
Modellsubstanzen wurden aber auch in anderer Hin-
sicht noch {iberaus wertvoll, als wir fanden, daB die mei-
sten Enzyme des Fettsdure-Cyclus an Stelle der natiir-
lichen CoA-haltigen Substrate auch die einfachen Mo-
delle umzusetzen vermdgen [21,31]. Wir bauten darauf
optische Enzymteste auf, und es bestitigte sich von
neuem die Prognose Qtro Warburgs [24], des Entdeckers
dieser Methode, daB, ,,verfolgt mit einem optischen
Test, kein Ferment seiner Isolierung entgehen kann‘.
Am Beginn unserer Untersuchungen an den Enzymen
des Fettsdure-Cyclus war auBler Acetyl-CoA, das wir
aus Hefekochsaft isolierten, das nach Stadtman [32]
aber auch auf enzymatischem Wege aus Acetylphosphat
darstellbar war, noch kein anderes Coenzym-A-Derivat
bekannt. Es fehlten noch die allgemein anwendbaren
chemischen Darstellungsmethoden, die dann von Si-
mon und Shemin [33], von Wieland und Rueff [34] und
von mir und Decker [35,36] geliefert wurden. Ein ande-

[301 F. Lynen, Angew. Chem. 67, 463 (1955).

{31] F. Lynen, K. Decicer, O. Wieland u. D. Reinwein, in G. Pop-
jdak u. E. Le Brefon: Biochemical Problems of Lipids. Butter-
worths, London 1936, S. 142.

{32} E. R. Stadtman, J. biol. Chemistry 203, 501 (1953).

[33] E.J.Simon u. D.Shemin,J. Amcr. chem. Soc. 75,2520 (1953).
[34]) Th. Wieland u. L. Rueff, Angew. Chem. 65, 186 (1953).
[35] K. Decker, Dissertation, Universitit Miinchen, 1955.

[36] K. Decker: Die aktivierte Essigsdure. Das Coenzym A und
seine Acylderivate im Stoffwechsel der Zelle. Enke-Verlag,
Stuttgart 1959.
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[38,39].

R -CO--CH>—CO—-SCoA + HS—Enzym 1))
R—-CO-S—Enzym + CH;3;-CO--SCoA

HSCoA -+ R—CO--S—-Enzym = HS~Enzym + R—-CO-SCoA
(2)

Es lie sich auch zeigen, daB die aktive Sulfhydrylgruppe
einem Cysteinrest in der Polypeptidkette des Enzyms
angehort. Im reinen Zustand ist die Thiolase aus
Schweineherz schlieilich auch kristallisiert erhalten wor-
den (Abb. 8). Noch nicht endgiiltig gelost ist die Frage,

— “n‘
pIop E:\ oo ?‘:

Abb. 8. Kiristallisierte Thiolase aus Schweineherz.

ob bei der Thiolasereaktion so wie bei der Dehydrierung
der gesittigten Fettsdure-CoA-Verbindungen die Sub-
strate mit verschiedenen Kettenldngen von verschiede-
nen Enzymen umgesetzt werden, oder ob, wie im Falle
der B-Hydroxyacyl-CoA-Dehydrogenase und Enoyl-
CoA-Hydratase, ein einziges Enzym ausreicht (vgl, [36]).
Im Zusammenhang mit unseren Untersuchungen zum
Fettsdureabbau haben wir auch den chemischen Me-

[37] F. Lynen u. K. Decker, Ergebn. Physiol., biol. Chem. exp.
Pharmakol. 49, 327 (1957).

[38] F. Lynen u. U. Gehring: Abstracts of Communications
presented at the First Mceting of the Federation of European

_ Biochemical Societies. London 1964, S. 3.

[39] U. Gehring, Dissertation, Universitat Miinchen, 1964,
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chanismus der Acetessigsdurebildung in der Leber bear-
beitet, der fiir die Entstehang der Ketose bei der Zucker-
krankheit und beim Hunger verantwortlich ist. Wir tra-
fen beim Studium dieses Prozesses auf einen neuen
Stoffwechsel-Cyclus, den wir HMG-CoA-Cyclus nann-
ten [40], und der immer dann in Funktion treten mubB,
wenn die beim Fettsdureabbau gebildeten Mengen Ace-
tyl-CoA vom Citronensdure-Cyclus der Leber nicht
mehr bewiltigt werden kénnen. Mit den Ursachen die-
ser Insuffizienz des Citronensédure-Cyclus hat sich vor
allem Otto Wieland [41] erfolgreich beschiftigt.

? i
-SCoA + CHg‘(I:-SCOA
Acetyl-CoA
T
HSCoA CoASH erpene

1l ?
CH3-C-CH-CO-SCoA CHy-CO-SCoA
Acetacetyl-CoA H,O CHy-é‘OH

H,-COOH

Acetacetyl-CoA

RN’N\ iolase)

IIMG-CoA Acetyl-CoA

b |
l Steroide ¥
Acetacetat Citrat

Abb. 10. Die Bedeutung der irreversiblen Kondensationsreaktion fur
den Aufbau von Kohlenstoffketten aus Acetyl-CoA mit Thiolase.

und die Gesamtreaktion in Richtung der 3-Hydroxy-{-
methylglutaryl-CoA-Synthese gezogen werden (Abb. 10),
Als besonders bemerkenswert ist zu erwihnen, daf3 die
Zelle die als Abbauvorgang zu wertende Freisetzung
von Acetessigsdure aus Acetacetyl-CoA mit der Syn-
these von [-Hydroxy-$-methylglutaryl-CoA einleitet
und damit ein Zwischenprodukt gewinnt, das als Bau-
material fiir die groBe Naturstoffklasse der Terpene
dient. In dieser Hinsicht 148t sich der ,,HMG-CoA-Cy-

f-Hydroxy-B-methyl-

CHyFCO-SCoA.
Acetyl-CoA

1 %
CH3-C-CH;-COOH
Acetessigsdure

Abb. 9. Die Bildung von Acetessigsdure im ,,HMG-CoA-Cyclus*.

Die Umwandlung des Acetyl-CoA in Acetessigsdure
wird eingeleitet mit der Kondensation von Acetyl-CoA
mit sich selbst, die unter Abspaltung von Coenzym A
zu Acetacetyl-CoA fiihrt und die Umkehrung der zuvor
besprochenen thiolytischen Spaltung der 3-Ketosduren
ist (Abb. 9). Der kiirzeste Weg vom Acetacetyl-CoA
weiter zur freien Acetessigsdure wire die Hydrolyse
durch Wasser, die man auch anfidnglich diskutierte
[42,43]. Zusammen mit Henning, Bublitz und Sorbo
habe ich dann jedoch gefunden, daB3 der Vorgang kom-
plizierter ist. Acetacetyl-CoA kondensiert sich zunéchst
mit Acetyl-CoA unter Bildung von -Hydroxy-3-methyl-
glutaryl-CoA (HMG—CoA), das dann in der von Coon
[44] entdeckten Spaltungsreaktion unter Riicklieferung
von Acetyl-CoA freies Acetacetat ergibt (Abb. 9). Fiir
das Funktionieren dieses Kreisprozesses ist es sehr wich-
tig, daB die Kondensation zwischen Acetyl-CoA und
Acetacetyl-CoA, wie aus Experimenten von Rudney [45]
und von uns [40] hervorgeht, praktisch irreversibel ist.
Auf diese Weise konnen die daBerst geringen Mengen
Acetacetyl-CoA, die im enzymatischen Gleichgewicht
mit Acetyl-CoA stehen, durch Kondensation abgefangen
[40) F. Lynen, U. Henning, C. Bublitz, B. Sérbo u. L. Kroplin-
Rueff, Biochem. Z. 330, 269 (1958).

[41] O.Wieland, L.Weiss u. 1. Eger-Neufeldt, in G.Weber:
Advances in Enzyme Regulation. Pergamon Press, London 1964,
Bd. 2, S. 25.

[42] H. R. Mahler, Federation Proc. 12, 694 (1953).

[431 J. R. Stern, M. J. Coon u. A. Del Campillo, Nature (Lon-
don) 171, 28 (1953).

[44] B. K. Bachhawat, W. G. Robinson u. M. J. Coon, J. biol.
Chemistry 216, 727 (1955).

[45] H. Rudney u. J. J. Ferguson jr., J. biol. Chemistry 234, 1076
(1959).
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glutaryl-CoA

clus* mit dem Citronensiure-Cyclus vergleichen, wo ja
auch die Verbrennung der Essigsdure iiber Verbindun-
gen wie o-Ketoglutarsiure, Bernsteinsdure oder Oxal-
essigsdure fiihrt, die Vorstufen zahlloser biosynthetischer
Prozesse sind.

Der biochemische Wirkungsmechanismus
des Biotins

Die Kondensationsreaktion zwischen Acetyl-CoA und
Acetacetyl-CoA unter Bildung von B-Hydroxy-#-methyl-
glutaryl-CoA, die im einwandfreien Enzymversuch erst
spiiter oestitigt wurde [40,45], hatte ich schon 1951 im
Rahmen ecines Vortrags in Freiburg (vgl. [46]) nach der
Isolierung des Acetyl-CoA postuliert, um die Verteilung
der Methyl- und Carboxylkohlenstoffatome der Essig-
sdure im Cholesterin und den Terpenen zu erkléren.
Diese grundlegenden Isotopenversuche werden von
Konrad Bloch in seinem Vortrag erldutert. Aus der ge-
fundenen Isotopenverteilung war zu schlieSen, daf3 beim
Ubergang von {-Hydroxy-B-methylglutaryl-CoA in die
Cs-Einheit, die man nach Leopold Ruzickas [47] klassi-
schen Untersuchungen an den Terpenen zu fordern
hatte, die freie Carboxylgruppe abgespalten wird. Man
hat deshalb und auch aus anderen Griinden lange Zeit
geglaubt, daB B-Methylcrotonyl-CoA das gesuchte ,,ak-
tivierte Isopren® sei (vgl [48]), und iiber (3-Methyl-
glutaconyl-CoA entstiinde, wie es in Abb. 11 wieder-
gegeben ist.

Dies war der AnlaB3, daB wir uns mit dem beteiligten
Enzymsystem niher beschiftigten. Das fiihrte uns zu-
nichst zur Entdeckung der Methylglutaconase, die {3-
Hydroxy-3-methylglataryl-CoA unter Wasserabspal-

[46] F. Lyinen, Nature (London) /74, 962 (1954).
[47] L. Ruzicka, Experientia 9, 357 (1953).

[48) H. Rudney, in G.E. W. Wolstenholme u. M. O'Connor:
Ciba Foundation Symposium on the Biosynthesis of Terpenecs
and Sterols. Churchill, London 1959, S. 75.
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CHj3-CO-SCoA + CHj3-CO-SCoA

Thiolase

CH3-CO-SCoA + CH3CO-CHy-CO-SCoA + HSCoA

kondensierendes Enzym
?H
CH;;—C[‘-CHZ-CO—SCOA + HSCoA
CHz~COOH
_Hzg/
('Hz-G=CH-CO-SCoA €0, CHy-C=CH-CO-SCoA
CH;-COOH CH;

Abb. 11. Reaktionsschritte der Umwandlung von Acetyl-CoA in
3-Methylcrotonyl-CoA.

tung in trans-B-Methylglutaconyl-CoA umwandelt [49,
50]. Die Dehydratisierung erwies sich als reversibel,
ebenso wie die anschlieBende Decarboxylierung. Fiir
deren Studium und das der umgekehrten Reaktion, der
Carboxylierung von [3-Methylcrotonyl-CoA, hatte Coon
[51] Vorarbeit geleistet. Er hatte die Beteiligung von
ATP nachgewiesen, sich aber hinsichtlich des CO»-
Acceptors und der Spaltprodukte des ATP geirrt.

Unter Richtigstellung der Verhéltnisse fanden wir, daB3
sich die Carboxylierungsreaktion durch Gleichung (3)
beschreiben 1d8t.

ATP + HCOj;™ + CH3—(CH3)C=CH—-CO-SCoA (3)
ADP + P + ~0,C—-CH,;—~(CH3)C=CH—-CO—-SCoA

Um die chemischen Umsetzungen aufzukliren, welche
ATP-Spaltung und Carboxylierung miteinander verbin-
den, gingen wir von der naheliegenden Annahme einer
,,aktivierten Kohlensdure* aus, einem Konzept, das auf
die grundlegenden Entdeckungen Harland Woods [52]
zuriickgeht. Die Existenz der von anderer Seite vorge-
schlagenen Verbindungen: Kohlensiure-adenylat [51]
oder Kohlensdure-phosphat [53], erschien uns aus che-
mischen Griinden recht zweifelhaft. Fiir die Richtung,
in welcher dic Losung des Problems der ,.aktivierten
Kohlensidure‘“ schlieBlich zu suchen sei, lieferten iltere
Untersuchungen Lardys [54] einen wichtigen Hinweis,
in denen die Beeintrichtigung einiger CO,-Fixierungs-
Reaktionen bei Biotinmangel nachgewiesen worden war.
Allerdings waren alle Versuche, das Vitamin Biotin als
Bestandteil von carboxylierenden Enzymen einwandfrei
nachzuweisen, ergebnislos geblieben. Tietz und Ochoa
[55] hatten sogar in einem hochgereinigten Praparat von
[49) H. Hilz, J. Knappe, E. Ringelmann u. F. Lynen, Biochem. Z.
329, 476 (1958).

[50] F. Lynen, J. Knappe, E. Lorch, G. Jiitting, E. Ringelmann u.
J. P. Lachance, Biochem. Z. 335, 123 (1961).

[511 M. J. Coon, F. P. Kupiecki, E. E. Dekker, M. J. Schlesinger
u. A. Del Campillo, in G.E.W.Wolstenholme u. M. O’ Connor:
Ciba Foundation Symposium on the Biosynthesis of Terpenes
and Sterols. Churchill, London 1959, S. 62.

[52] M. F. Utter u. W. H. G. Wood, Advances in Enzymol. 12,
41 (1951).

[53] M. Flavin, H. Castro-Mendoza u. S. Ochoa, Biochim. bio-
physica Acta 20, 591 (1956).

[54]1 H. A. Lardy u. R. Peanasky, Physiol. Rev. 33, 560 (1953).
[55] A.Tietz u. S. Ochoa, J. biol. Chemistry 234, 1394 (1959).
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Propionyl-CoA-Carboxylase, deren Wirkung analog un-
serer Carboxylase war, nach Biotin gesucht, aber nichts
gefunden,

Trotzdem lieB ich mich nicht von der Vermutung ab-
bringen, daB Biotin die Wirkungsgruppe unserer [-
Methylcrotonyl-CoA-Carboxylase und die ,,aktivierte
Kohlensdure* ein carboxyliertes Biotin sei. In Zusam-
menarbeit mit Knappe, Lorch und Ringelmann [50,56]
lieB sich zunichst durch quantitative Biotinbestimmun-
gen nachweisen, daB alle wirksamen Pridparate unserer
Carboxylase kovalent gebundenes Biotin enthielten.
AuBerdem nahmen im Verlauf der Enzymreinigung
Fermentaktivitit und Biotingehalt im gleichen Verhilt-
nis zu (Abb, 12). Die Identitdt des Biotins mit der Wir-
kungsgruppe der Carboxylase gab sich in der spezifi-
schen Enzymhemmung mit Avidin aus rohem Hiithner-

1000

—a
T T T

T

100

T T

- ®
L L L

]
100 1000
Spez. Aktivitat (Enzym-Einh /mg Protein] —=

:

Gebundenes Biotin [my /mg Protein]

Abb. 12. Proportionalitdt zwischen Enzymaktivitit und Biotingehalt.

eiweiB zu erkennen. Avidin verbindet sich mit Biotin
zu einem iiberaus stabilen Komplex und blockiert damit
die Katalyse. Diese einfache Methode, biotinhaltige
Enzyme durch Hemmung mit Avidin zu kennzeichnen,
geht auf Untersuchungen von Wessman und Werkman
[57] zuriick. In neuerer Zeit wurde davon beim Studium
der Fettsduresynthese durch Wakil wieder Gebrauch ge-
macht [58].

Durch Austauschversuche mit markierten Substraten
konnten wir dann die Carboxylierung des 3-Methyl-
crotonyl-CoA in die Reaktionsschritte (3a) und (3b) un-

terteilen [50].
Mg2+
ATP + HCO3™ + Biotinenzym ————
CO,-Biotinenzym + ADP + P (3a)

COs-Biotinenzym + 3-Methylcrotonyl-CoA — (3b)
Biotinenzym -+ (3-Methylglutaconyl-CoA

Vor allem die Tatsache, daf} der 1sotopenaustausch zwi-
schen (3-Methylcrotonyi-CoA. und [1,3,5-14C3}-Methyl-
glutaconyl-CoA durch Avidin gehemmt wird, war ein
unmittelbarer Hinweis auf das CO;-Biotinenzym. Spé-
ter ist dann die generelle Giiltigkeit dieses Reaktions-
verlaufs an Carboxylasen verschiedener Spezifitdt nach-
gewiesen worden, zundchst durch analoge Austausch-

[56]) F. Lynen, J. Knappe, E. Lorch, G. Jiitting u. E. Ringelmann,
Angew. Chem. 71, 481 (1959).

[571 G. E.Wessman u. C. H.Werkman, Arch. Biochem. Bio-
physics 26, 214 (1950).

[58] S. J.Wakil, E.B. Titchener u. D. M. Gibson, Biochim.
biophysica Acta 29, 225 (1958).
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versuche, wie wir sie beim Studium der 3-Methylcroto-
nyl-CoA-Carboxyiase entwickelt hatten, dann aber auch
durch die direkte Isolierung der CO;-Biotinenzyme (vgl.
[59,60]). Hieriiber haben erstmals Kaziro und Ochoa (61]
berichtet, die nach Bekanntgabe unserer Ergebnisse die
Biotinbestimmung an der inzwischen kristallisierten
Propionyl-CoA-Carboxylase wiederholten und nun
Biotin ebenfalls als wesentlichen Bestandteil des Enzyms
fanden.

Wir hatten uns nach Abschlul der Austauschversuche
an der Methylcrotonyl-CoA-Carboxylase, mit denen un-
ser Konzept von der Existenz der ,,aktivierten Kohlen-
sdure* in Form des CO;-Bictinenzyms bestitigt wurde,
gleich der Aufgabe zugewandt, die Art der Bindung zwi-
schen Kohlensidure und Biotin zu ergriinden. Hierbei er-
wies uns die Carboxylase einen auBerordentlichien Ge-
fallen. Nach meinen guten Erfahrungen mit Modellsub-
straten beim Studium der Enzyme des Fettsdure-Cyclus
setzten wir freies Biotin in die Carboxylase-Reaktion
ein. Dabei stellte sich heraus, daB das Enzym an Stelle
des spezifischen Substrats 3-Methylcrotonyl-CoA auch
freies Biotin in den Carboxylierungsprozel3 einbezieht
und gemil Gleichung (4) ein carboxyliertes Biotin lie-
fert [50,56].

2+
ATP + HCO5~ + Biotin - M8, CO,-Biotin - ADP+ P (4)

Diese Reaktion ist insofern ungewohnlich, als sie noch
bei keinem anderen Biotinenzym beobachtet wurde. Sie
ist andererseits durch eine Spezifitit ausgezeichnet — es
reagiert nur das natiirliche (+)-Biotin —, die es glaubhaft
machte, daB es sich um ein Modell der Teilreaktion (3a)
handelt, indem freies Biotin an die Stelle des enzymge-
bundenen Biotins tritt.

9
\\\:
N/ \/\/\
=
A )
1 Hattstelle //4/10\/0’
A g
N S ot
‘r\\\ Q/‘“\\ 2 Haftstetle ™
WL

s %

attstelle

2H

Abb. 13. Hypothese Gber die Bindung von Biotin an Carboxylasc.

Zur Erkldrung nehmen wir an, daB3 die enzymeigene
Biotinwirkungsgruppe aufler iiber die Carboxylgruppe
noch tber ein zweites Zentrum, mdglicherweise das
Ringsystem, am Protein gebunden ist (Abb. 13). Zu die-
ser zweiten Bindungsstelle hat auch das freie Biotin
Affinitdt, so daB es, in hoherer Konzeatration einge-
setzt, die enzymeigene Wirkungsgruppe verdringt und

[591 F. Lynen, Bull. Soc. Chim. biol. 46, 1775 (1964).
[60] Y. Kaziro u. S. Ochoa, Advances in Enzymol. 26, 283 (1964),
[61} Y. Kaziro u. S. Ochoa, 1. biol. Chemistry 236, 3131 (1961),
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an ihrer Stelle mit Kohlensdure beladen wird [50]. Im
Versuch mit radioaktivem 14C-Bicarbonat erhielten wir
aul diese Weise ein radioaktives 14CQO;-Biotin, das sich
als iiberaus sdurelabil erwies. Dies war keine Uberra-
schung, weil ich aus chemischen Erwdgungen von vorn-
herein den Imidazolidon-Ring des Biotins als Wirkungs-
zentrum vermutet hatte. Um in diesen Versuchen das im
Reaktionsansatz noch vorhandene iiberschiissige 14C-
Bicarbonat zu entfernen, ohne das labile 14CO,-Biotin

Tabelle 1. Fixierung von 4CO; an (4 )-Biotin.

Der komplette Reaktionsansatz bestand aus 20 Mol Trispuffer (pH = 8),
2 Mol MgSOy, 20 wMol (- )-Biotin, 0,5 uMol ATP, 3,3 uMol KH!4CO;3
(100 Imp./min) und 50 ug Carboxylase (Mycobact., spez. Akt. 400).
Gesamtvolumen 0,5 ml. Die Ansitze wurden 60 min bei 37°C in-
kubiert, dann auf 0°C abgekiihlt und 20 min mit einem kraftigen
CO,-Strom durchgast. Zur Radioaktivititsmessung wurden aliquote
Teile der Losung eingetrocknet und ausgezihit.

’ komplett ohne ATP ohne Biotin
Imp./min 130000 0 0
uwMol 1#CO; fixiert [a] 0,43 0 0

[a] Aus der fixierten Radioaktivitit berechnet.

Zu zerstoren, benutzten wir einen einfachen experimen-
tellen Kunstgriff. Wir leiteten normales 12CO, durch
das Reaktionsgemisch and trennten damit das radio-
aktive 14CO; vollstindig ab, wihrend das radioaktive
14CO,-Biotin zuriickblieb. Wie Tabelle 1 zeigt, wurde in
den Kontrollversuchen ohne ATP oder ohne Biotin un
ier den gleichen Bedingungen keine Aktivitat gefunden.

Es war dann ein rein chemisches Problem, das labile
radioaktive Carboxybiotin durch Uberfithren in den
Methylester (mit Diazomethan) zu stabilisieren und das
stabile Produkt durch Vergleich mit synthetischen Ver-
bindungen [62] und durch eine bei Steinrauf in Urbana
durchgefiihrte Rontgenstrukturanalyse [63] als 1-Meth-
oxycarbonylbiotin-methylescer zu identifizieren. Bei der
Losung dieser Aufgabe hat mein Mitarbeiter Knappe
schr viel eigene Initiative entwickelt.

o O

I ]
}IIY/CN/C\O_
H a5 HC—CH
H~(CHy)y-N-C-(CHz)y-HC. CHa

Protein
A

Nz
o

Abb. 14. Die Struktur der ,,aktivierten Kohlensdure*.

Der ,,aktivierten Kohlensdure* konnten wir somit die in
ADD. 14 wiedergegebene Partialformel zuteilen. Eine ge-
wisse Unsicherheit beziiglich der Konstitution der CO»-
Biotinenzyme  die nach diesen Versuchen noch verblie-
ben war, ist inzwischen durch die Aufklirung der CO»-
Bindungsstelle in vier carboxylierten Biotinenzymen be-
seitigt worden. An diesen Arbeiten waren Knappe [62a],
der inzwischen an die Universitit Heidelberg tiberge-
siedelt war und dort die Methodik ausgearbeitet hat, so-

[62] J. Knappe, E. Ringelmann u. F. Lynen, Biochem. Z. 335,
168 (1961).

[62a) J. Knappe, B. Wenger u. U. Wiegand, Biochem. Z. 337, 232
(1963).

[631 C. Bonnemere, J. A. Hamilton, L. K. Steinrauf u. J. Knappe,
Biochemistry 4, 240 (1965).
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wie Lane [64], Wood [65] und Numa [66] in meinem La-
boratorium beteiligt. Die Bindung zwischen Biotin und
dem EiweiB erfolgt in allen Fillen tiber die e-Amino-
gruppe peptidgebundener Lysinreste, wie aus Abb, 14
zu entnehmen ist. Diese Bindungsstelle, die vom Bio-
cytin her seit langem bekannt war, wurde erstmals von
Kosow und Lane [67] in der Propionyl-CoA-Carboxy-
lase nachgewiesen. Die bisher entdeckten Biotinenzyme
sind in Tabelle 2 zusammengestellt.

Tabelle 2. Die bisher bekannten Biotinenzyme und ihre Substrate.

Biotinenzym Substrat

CH3—CO—SCoA
CH;—CH;—CO—8CoA

Acetyl-CoA-Carboxylase
Propionyl-CoA-Carboxylase
3-Methylcrotonyl-CoA-~
Carboxylase
Geranyl-CoA-Carboxylase
Pyruvat-Carboxylase

(CH3),C=—CH—CO—SCoA
R—(CH;)C=CH—~CO—-SCoA [a]
CH;3;—CO—-~COOH

Meihylmalonyl-CoA- CH;—CO—COOH
Pyruvat-Transcarboxylase oder
CH;--CH,—CO—SCoA

[a] R = (CH3);C=CH~—(CH»);—.

Obschon das primire Strukturproblem der ,,aktivierten
Kohlensidure* nunmehr abgeschlossen ist, bleiben Fra-
gen, die mit ihrer Bildungsweise und ihrer Reaktivitdt
zusammenhingen, noch offen (vgl. [59,68]). Leider kann
ich auf diese Probleme hier nicht ndher eingehen. Ich
muB mich mit dem Hinweis begniigen, daB die Akti-
vierung der Kohlensdure in den CO;-Biotinenzymen
auf dem vom Ureidosystem ausgehenden Elektronensog
beruht, der die Elektrophilie des Carbonyl-C-Atoms und
damit die Fahigkeit zur Transacylierung bestimmt. Ac-
ceptoren der ,,aktivierten Kohlensdure* sind Methyl-
oder Methylengruppen, die unter dem FinfluB einer be-
nachbarten Carbonylgruppe die Tendenz zur Bildung
von Carbanionen besitzen (vgl. Tabelle 2). Nach Ver-
suchen von Rérey bleibt die Konfiguration von Pro-
pionyl-CoA bei der Carboxylierung erhalten. Das be-
deutet, daB die eintretende Carboxylgruppe dicjenige
Stelle einnimmt, die vom ausscheidenden Proton ver-
lassen wurde. AuBBerdem ist es sehr wahrscheinlich, daf
die Transcarboxylierung {iber einen Quasi-Sechsring ver-
lauft (Abb. 15), worauf mich Joan R. Johnson im An-
schiuB an einen Vortrag an der Cornell Universitdt hin-
gewiesen hat.

O Ono O
(oS
COAS'&\ Coas-& ¥
AN =
5y HOCy
H H

Abb. 15, Mechanismus der CO,-Ubertragung.

[64] M. D. Lane u. F. Lynen, Proc. nat. Acad. Sci. USA 49, 379
(1963).

[65] H. G. Wood, H. Lochmiiller, C. Riepertinger u. F. Lynen,
Biochem. Z. 337, 247 (1963).

[66]1 S. Numa, E. Ringelmann u. F. Lynen, Biochem. Z. 340, 228
(1964).

[67] D. P. Kosow u. M. D. Lane, Biochem. biophys. Res. Com-
mun. 7, 439 (1962).

[68) J. Knappe u. F. Lynen: 14. Kolloquium d. Ges. f. physiol.
Chemie. Springer-Verlag, Berlin 1964, S. 265.
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Die Reaktivitidt der am Biotin gebundenen Kohlensédure
driickt sich auch in den energetischen Verhiltnissen
aus.

Fiir die freie Energie des Zerfalls von CO;-Biotinenzym
wurde von Wood in meinem Laboratorium der Wert
AFU - —4.74 (kcal/Mo}) bei pH = 7,0 bestimmt. Damit
werden die CO;-Biotinenzyme in die ,,energiereichen‘
Verbindungen des Stoffwechsels eingereiht, allerdings
am unteren Ende dieser Reihe. Die CO;-Biotinenzyme
sind noch unbestindiger als das freie CO,-Biotin, woraus
man entnehmen kann, daBl auch der Proteinteil_:der
Biotinenzyme wesentlich zur Reaktivitit der ,,aktivier-
ten Kohlensidure* beitrdgt [68]. Welcher Art dieser Bei-
trag sein kann, ist vorerst noch unbekannt und setzt die
Einsichtnahme in die Anordnung der Aminosduren im
,.aktiven Zentrum** der Biotinenzyme voraus.

Die Biosynthese der Terpene

Das sorgfiltige Studium der Biotinenzyme hat, wie ich
spiter zeigen werde, Wesentliches zum Verstdndnis der
biologischen Fettsduresynthese beigetragen. Fiir die Auf-
klirung der Umwandlung von Acetyl-CoA in die Ter-
pene und in Cholesterin, unter welchem Aspekt unsere
Arbeiten an der B-Methylcrotonyl-CoA-Carboxylase an-
gefangen wurden, waren die erzielten Ergebnisse be-
langlos. Es stellte sich ja heraus, daB B-Methylcrotonyl-
CoA. gar nicht der gesuchte Baustein der Terpene und
des Cholesterins ist. Den entscheidenden Fortschritt
brachte die Entdeckung der Mevalonsdure im Arbeits-
kreis um Karl! Folkers in den Forschungslaboratorien
von Merck, Sharp und Dohme [69]. Diese Entdeckung
16ste Untersuchungen aus, bei denen mein Arbeitskreis
und der um Konrad Bloch im Wettstreit lagen, und die
in der gleichzeitigen Identifizierung des ,,aktivierten
Isoprens mit AS3-Isopentenyl-pyrophosphat giptelten
[70,71]. Dariiber hat Konrad Bloch in seinem Nobel-
vortrag ausfiihrlich berichtet.

Es erlibrigt sich deshalb, auf den Verlauf unserer Unter-
suchungen im Detail einzugehen, und ich kann mich
nach Art eines Malers damit begniigen, auf das fertig-
gestellte Bild der Terpensynthese noch ein paar Licht-
punkte aufzutragen. In Abb. 16 ist die Kette der Reak-
tionsschritte vom Acetyl-CoA zum Squalen wiedergege-
ben, die sich in drei Abschnitte unterteilen 148t. Im er-
sten Abschnitt wird das Kohlenstoffskelett der Mevalon-
siure aus drei Molekiilen Acetyl-CoA synthetisiert. Der
Energiebedarf dieses Vorgangs wird von drei Thioester-
bindungen gedeckt, die dabei unter Freisetzung von
Coenzym A verbraucht werden, und von der Oxydation
der beiden TPNH-Molekiile, welche die Reduktion des
(-Hydroxy-B-methylglutaryl-CoA zur Mevalonsiure be-
wirken. Im zweiten Abschnitt erfolgt die Umwandlung

169] A. F. Wagner u. K. Folkers, Advances in Enzymol. 23, 471
(1961).

[70] F.Lynen, H. Eggerer, U. Henning u. I. Kessel, Angew. Chem.
70, 738 (1958).

[711 8. Chaykin, J. Law, A. H. Phillips, T.T.Tchen u. K. Bloch,
Proc. nat. Acad. Sci. USA 44, 998 (1958).
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Abb. 16. Der Weg der Biosynthese der Terpene.

der Mevalonsdure in Isopentenyl-pyrophosphat. Die
Bildung dieses ,,aktivierten Isoprens* erfordert 3 Mole-
kiile ATP und wird zusitzlich gefordert durch die Ab-
spaltung eines Molekiils CO;. Fiir die Synthese der
langen Kohlenstoffketten in der letzten Phase ist keine
zusétzliche Energiequelle erforderlich, da durch die Ab-
spaltung des anorganischen Pyrophosphates aus den
Allyl-Verbindungen schon geniligend Energie verfiigbar
ist. Im brigen diirfte das gebildete anorganische Pyro-
phosphat im Milieu der Zelle sofortiger Hydrolyse durch
Pyrophosphatase anheimfallen, was zur Irreversibilitit
des ganzen Prozesses noch beitrigt.

Zusammen mit Eggerer, Henning, Kessel, Knappe und
Agranoff habe ich einfache Methoden entwickelt, um
jedes der beteiligten Enzyme quantitativ zu bestimmen
und ihre Reinigung za verfolgen. Damit haben wir ein
Fundament gelegt, das auch fiir den Arzt wertvoll wer-
den kann, Unter diesem Gesichtspunkt beansprucht das
Enzym fiir die Reduktion des B-Hydroxy-j3-methyl-
glutaryl-CoA besondere Beachtung. An ihm ist bemer-
kenswert, daB} die Reduktion des Thioesters zum Alko-
hol praktisch irreversibel ist und in einem Akt besorgt
wird, so dafl die Zwischenstufe des Aldehyds in freier
Form nicht auftritt [72,73]. Da sich im aktiven Zen-
trum des beteiligten Enzyms nachweislich eine Sulf-
hydrylgruppe befindet, haben wir angenommen, daB
das Aldehyd-Zwischenprodukt in Form des Halbmer-
captals an der SH-Gruppe des Enzyms gebunden bleibt.
Experimentell wurde diese Annahme allerdings noch
nicht bewiesen.

Die Beschiftigung mit dem reduzierenden Enzym ist
aber vor allem im Hinblick auf die physiologische Re-
gulation der Terpen- und Cholesterinsynthese von Be-
deutung. Das Enzym findet sich bei der Aufarbeitung
von Leberhomogenaten in der Mikrosomenfraktion
und hat im Tierkorper die Rolle des ,,Schrittmacher-
Enzyms* fiir die Cholesterinsynthese. Nancy Bucher

{72} J. Knappe, E. Ringelmann u. F. Lynen, Biochem. 7. 332,
195 (1959,

[73]1 L. F. Durr u. H. Rudney, J.
(1960).

biol. Chemistry 233, 2572
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[74,75] hat nicht nur als erste auf diesen wichtigen
Punkt hingewiesen, sondern ihre Vorstellung durch di-
rekte Enzymbestimmungenwahrend eines kurzen Aufent-
halts in meinem Laboratorium auch experimentell un-
terbaut. Thre Befunde wurden dann von anderer Seite
bestitigt [76,77].

Die Kontrolle der Cholesterinbildung an diesem Schritt
der Synthesekette ist sehr sinnvoll, da die einmal ent-
standene Mevalonsiure im hoheren Organismus infolge
der Trreversibilitdt der Reduktase-Reaktion nur in die
Sterinsynthese abflieBen kann, wihrend die Vorstufe -
Hydroxy-8-methylglutaryl-CoA durch Spaltung in Ace-
tyl-CoA und Acetacetat wieder dem Acetyl-CoA-Vorrat
einverleibt wird (vgl. Abb. 16).

Die beiden anderen Enzyme, zu denen ich etwas bemer-
ken mochte, sind die von uns Isopentenyl-pyrophos-
phat-Isomerase und Farnesyl-pyrophosphat-Synthetase
oder -Polymerase genannten Enzyme [78,79]. Durch ihr
Zusammenwirken kommt der Aufbau der Kohlenstoff-
kette durch elektrophile Addition an Methylendoppel-
bindungen zustande. Die Isomerase, unter deren Wir-
kung Isopentenyl-pyrophosphat in Dimethylallyl-pyro-
phosphat iibergeht (vgl. Abb. 16), wird durch Thiol-
reagentien volistindig gehemmt, weshalb wir vermuten,
daB die Wirkungsgruppe des Enzyms eine Sulfhydryl-
gruppe enthilt und die Isomerisierung iiber die inter-
medidre Anlagerung und Abspaltung des SH-Enzyms
an die Doppelbindung zustandekommt, Der Isomerase
kommt im ProzeB der Terpensynthese eine seh1 wich-

[74} N. L. R. Bucher, in G. E. W. Wolstenholme u. M. O’ Connor:

Ciba Foundation Symposium on the Biosynthesis of Terpenes
and Sterols. Churchill, London 1959, S. 46.

(751 N. L. R. Bucker, P. Overath u. F. Lynen, Biochim. biophysica
Acta 40, 491 (1960).

[76} M. D. Siperstein u. V. M. Fagan, in G. Weber: Advances in
Enzyme Regulation. Pergamon Press, London 1964, Bd. 2,
8. 249,

[77]1 D. M. Regen, C. Riepertinger u. F. Lynen, unveroffentlicht.
[78] F. Lynen, B. W. Agranoff, H. Eggerer, U. Henning u. E. M.
Mdslein, Angew. Chem. 71, 657 (1959).

[791 F. Lynen, in G.E.W.Wolstenholme u. C. M. O’Connor:
Ciba Foundation Symposium on Quinones in Electron Trans-
port. Churchill, London 1961, S. 244.
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tige Rolle zu, denn durch die Bildung des Dimethyl-
allyl-pyrophosphats ,,ziindet* sie den ProzeB des Auf-
baus der Kohlenstoffketten unter Mitwirkung der Poly-
merase. Einmal in Gang gekommen, kann dieser Pro-
zeB, der bei jedem Schritt das homologe, um eine Iso-
preneinheit verlingerte Allylpyrophosphat bildet, wei-
terlaufen, und er ist nur begrenzt durch die Spezifitit des
an der Polymerisation beteiligten Enzyms. Das Enzym
der Hefe macht praktisch auf der Stufe des Farnesyl-
pyrophosphates halt, obgleich es in einer sehr langsa-
men Reaktion auch noch Geranyl-geranyl-pyrophos-
phat [801, die Muttersubstanz der Diterpene, des Phy-
tols und der Carotinoide, entstehen ldft. Dagegen fiihrt
das polymerisierende Enzym im Milchsaft von Hevea
Brasiliensis den ProzeB bis zur Bildung von hochmole-
kularem Kautschuk weiter [81].

Zu erwihnen ist weiterhin, daB sich die Alkylierungs-
fahigkeit der Allylpyrophosphate nicht auf die Doppel-
bindung des Isopentenylpyrophosphates beschrinkt,
sondern sich auch an den Doppelbindungen substituier-
ter Hydrochinone [79] oder des Protohdmins betdtigen
kann. Auf diesem Wege diirften die verschiedenen
Vitamine K und Ubichinone sowie das Cytohdmin des
Warburgschen Atmungsfermentes entstehen. Dieser fiir
das aerobe Leben wichtigsten Eisenverbindung, iiber
deren Entdeckung Otto Warburg 1931 in seinem Nobel-
vortrag berichtete [82], kommt die in Abb. 17 wieder-
gegebene Strukturformel zu, wie ich zusammen mit
Grassl und Seyffert vor einem Jahr nachweisen konnte
[83].

CHj, CHs CHy
(gHz)a-éH—(CHz)a-CH—(CHz)a-CH—CH;,
HCOH CHg

Hac H=CH2
H\
~CHjs
H.z CHZ
HOOC-CH, éHTCOOH

Abb. 17, Struktur des Cytohdmins.

Unsere Arbeiten iiber die Biosynthese der Terpene hiit-
ten nicht in so kurzer Zeit zu den erzielten Erfolgen ge-
fithrt, hidtten wir nicht die chemischen Methoden
Eggerers [84,85] zur Verfiigung gehabt, um Isopentenyl-
pyrophosphat sowie Dimethylallyl-pyrophosphat und
seine Homologen zu synthetisieren. Von groem Nutzen
war auch unsere Methode, Allylpyrophosphate aus
wiBrigen Losungen mit Kollidin zu extrahieren. Sie er-
moglichte es mir mit Henning, im Farnesyl-pyrophosphat
den ersten Vertreter dieser sehr sdureempfindlichen Ver-
bindungsklasse des Zellstoffwechsels zu entdecken
[70,79].

(801 K. Kirschner, Dissertation, Universitit Miinchen 1961,

[811 U. Henning, E. M. Mdslein, B. Arreguin u. F. Lynen, Bio-
chem. Z. 333, 534 (1961).

{82] O.Warburg: Les Prix Nobel en 1931. Stockholm 1933.

[83] M. Grassl, U. Coy, R. Seyffert u. F. Lynen, Biochem. Z. 338,
771 (1963).

[84] H. Eggerer u. F. Lynen, Liebigs Ann. Chem. 630, 58
(1960),

[85]1 H. Eggerer, Chem. Ber. 94, 174 (1961).
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Der Multienzymkomplex der Fettsduresynthese

Durch die Erfolge beim Studium der Reaktionskette der
Terpensynthese ermutigt, wandte ich mich wieder der
Aufklirung der Fettsduresynthese zu. Auf diesem Ge-
biet hatte ich mich zunichst geirrt, weil bei der Formu-
lierung des Fettsdure-Cyclus angenommen wurde, daB
die Synthese der Fettsduren durch Umkehrung der Ab-
baureaktionen zustandekomme [30]. Ich wurde in dieser
Annahme dadurch bestirkt, daB alle vier Reaktions-
schritte des Fettsdure-Cyclus reversibel sind. Syntheti-
sche Versuche mit diesem System, von Stansly und
Beinert [86] in Madison durchgetiihrt, lieferten jedoch
nicht das erwartete Resultat,

Ich habe dann zusammen mit Seubert [87], angeregt
durch Experimente Langdons [88], ein neues Enzym,
weitverbreitet in tierischen Geweben und in der Hefe,
aufgefunden, das Wasserstoff vom reduzierten Triphos-
phopyridinnucleotid auf die CoA-Derivate «,3-unge-
sittigter Fettsduren tibertrigt [Gleichung (5)] und von
den am Fettsdureabbau beteiligten Acyl-CoA-Dehydro-
genasen verschieden ist.

o

Il
R -CH=CH-C-SCoA 4+ TPNH + H* — 5)
o

R -CH;—CH>—C--SCoA -+ TPN

Durch Kombination dieses neuen Enzyms mit gereinig-
ten Enzymen des Fettsdure-Cyclas und Hilfsenzymen
zur Regeneration von reduziertem Diphospho- und
Triphosphopyridinnucleotid (Abb. 18) war es dann mog-
lich, den Anbau von radioaktivem Acetyl-CoA an
Capronyl-CoA zu erreichen uater Bildung von Fett-
sduren mit 8, 10 und mehr Kohlenstoffatomen. Ob die-
ses System an der Synthese von Fettsiuren in Mito-
chondrien beteiligt ist, die alle fiir eine Synthese auf
diesem Wege bendtigten Enzyme enthalten, ist bisher
noch nicht entschieden.

TPN*

"CHz'CHz'CHz‘CO‘SCOA
*
; /_\

-CHy-CO-SCoA

-CHz-CH=CH-CO-5CoA

CH3-CO-SCoA

Thiolase .

-CHz-CH-CH,-CO-SCoA
HSCoA: ou

-CHz-CO-CHy-CO-8CoA

DPNH + Ht DPN?

Abb. 18. Die Synthese der Fettsduren durch Umkehrung der
Abbaureaktionen.

[86] P. G. Stansly u. H, Beinert, Biochim. biophysica Acta /1,
600 (1953).

[871 W. Seubert, G. Greull u. F. Lynen, Angew. Chem. 69, 359
(1957).

{881 R. G. Langdon, J. Amer, chem. Soc. 77, 5190 (1955).
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Der Hauptweg zur Biosynthese der Fettsduren ist je-
doch ein anderer. Zu seiner Aufklirung haben die Un-
tersuchungen Wakils im Laboratorium von Green das
Fundament gelegt. Fr und seine Mitarbeiter isolierten
aus Taubenleber zwei gercinigte Enzymfraktionen, die
zur Synthese von Palmitinsiure aus Acetyl-CoA be-
fahigt sind, jedoch zu dieser Synthese auBer TPNH
noch ATP ([89], vgl. auch [90]), Mn2+*-Ionen und, was
am meisten Uberraschte, Bicarbonat bendtigen. Bemer-
kenswerterweise war der Bicarbonateffekt nicht auf den
Einbau des CO; in die Feutsdureketten zuriickzufiihren.
Radioaktiver Kohlenstoff aus zugesetztem CO; erschien
nicht in der isolierten Palmitinsiure.Die Bilanzgleichung
der Synthese gab Wakils Arbeitskreis [91] folgender-
malBen an:

Mn2', HCO3~

8 Acetyl-CoA + 16 ATP + 16 TPNH — (6)

Palmitat + 8 CoA +- 16 ADP+ 16 P+ 16 TPN

Eine weitere Besonderheit war der hohe Biotingehalt
einer der beiden Proteinfraktionen, bei dem es sich um
einen wesentlichen Bestandteil handeln muBte, weil die
Fettsduresynthese durch Avidin vollstindig zu hemmen
war [58]. Welche Funktion dieses zuerst entdeckte
Biotinenzym hat und wie die Kohlensidare an der Fett-
sduresynthese beteiligt ist, war aber in Madison zu-
nédchst noch unbekannt.

Als Green am 12. Juni 1958 {iber den Stand dieser Un-
tersuchungen auf der Gordon Research Conference on
Lipid Metabolism berichtete, trug ich in der Diskussion
seines Vortrags die Hypothese vor, daB die Unentbehr-
lichkeit von ATP und Kohlensiure durch die inter-
medidre Bildung von Malonyl-CoA zu erkliren sei
(vgl. [22]). Malonyl-CoA kénnte durch Carboxylierung
aus Acetyl-CoA nach Gleichung (7) entstehen in Ana-
logie zu den damals bereits eingehend untersuchten
Carboxylierungen von 3-Methylcrotonyl-CoA oder Pro-
pionyl-CoA.

ATP + HCO;™ 4 Acetyl-CoA .~ Malonyl-CoA + ADP + P
(7)

Malonyl-CoA war von Hayaishi [92] als Zwischenpro-
dukt der bakteriellen Decarboxylierung von Malonséiure
sehr wahrscheinlich gemacht worden. Dal} die gleiche
Verbindung auch ein Zwischenprodukt der Fettsiure-
synthese sein konnte, erschien mir aus chemischen
Griinden sehr plausibel. Einmal, weil es einer chemi-
schen Erfahrung entspricht, daBl die Methylengruppe
des Malonyl-CoA nucleophiler und zur Kondensation
mit Thioestern besser geeignet sein sollte als die Methyl-
gruppe des Acetyl-CoA. AuBerdem konnte man voraus-
sehen, daB bei der Kondensation mit Malonyl-CoA
CO; abgespalten wird, was die Reaktion nach der Seite
der gebildeten -Ketosdure ziehen sollte.

[89] D. M. Gibson, E. B.Titchener u. S. J. Wakil, ). Amer. chem.
Soc. 80, 2908 (1958).

[90] H. P. Klein, J. Bacteriol. 73, 530 (1957).

[91] 8. J. Wakil, E. B.Titchener u. D. M. Gibson, Biochim. bio-
physica Acta 34, 227 (1959).
[92] O. Hayaishi, ). biol. Chemistry 2/5, 125 (1955).
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Meine Hypothese ist dann auch binnen kurzem besti-
tigt worden. Brady [93], der an der Gordon-Konferenz
teilnahm, Wakil [94] und auch mein Arbeitskreis [22]
veroffentlichten in zeitlich kurzem Abstand Experi-
mente, mit denen das Auftreten von Malonyl-CoA im
Verlauf der Fettsduresynthese sichergestellt wurde. Wa-
kil [94] stellte fest, daB die biotinhaltige Enzymfraktion
eine Acetyl-CoA-Carboxylase ist, was mit unseren Er-
gebnissen an der (-Methylcrotonyl-CoA-Carboxylase
[22], wie berichtet, vorziiglich iibereinstimmte.

Die zweite Enzymfraktion Wakils ist fiir die Umwand-
lung des Malonyl-CoA in die Fettsduren verantwortlich,
wobei auBler TPNH als Reduktionsmittel auch noch
Acetyl-CoA als ,,Starter’* der Synthesereaktion bené-
tigt wird [95]. Seine beiden C-Atome werden am Me-
thylende der synthetisierten Fettsiuren wiedergefunden,
was nur so zu erkldren ist, daB der Aufbau der Kohlen-
stoffketten durch sukzessiven Anbau von C,-Einheiten
aus Malonyl-CoA an Acetyl-CoA zustandekommt ([96],
vgl. [97]).

Einblick in die chemischen Details des Synthesepro-
zesses gewannen wir durch das Studium des reinen En-
zyms aus Hefezellen, das sich vom tierischen Enzym im
wesentlichen nur dadurch anterscheidet, daf als Syn-
theseprodukt keine freie Palmitinsdure, sondern ein Ge-
misch aus Palmityl- und Stearyl-CoA entsteht [96]. Die
Synthese des Stearyl-CoA 148t sich durch Gleichung (8)
beschreiben.

Acetyl-CoA + 8 Malonyl-CoA + 16 TPNH + 16 H- —  (8)
Stearyl-CoA + 8 CO, + 8 CoA + 16 TPN* + 8 H,O

Ritselvoll an der Wirkung dieser ,,Fettsdure-Syntheta-
se*‘ aus tierischen Organen oder aus Hefezellen war, dal
die vom Studium des Fettsdureabbaus her bekannten
Oxydationsprodukte, wie o,3-Dehydro-, {-Hydroxy-
und [-Ketoacyl-CoA-Verbindungen keinesfalls Zwi-
schenprodukte der Synthese sind. Der gereinigten Syn-
thetase in physiologischen Konzentrationen zugefiigt,
werden sie nicht umgesetzt [95, 96].

Die Losung des Ritsels brachte unsere Entdeckung, daf3
Sulfthydrylgruppen des Enzymproteins am Synthesepro-
zeB beteiligt sind und die Zwischenprodukte, iiber wel-
che die Kohlenstoffketten aufgebaut werden, kovalent
an das Enzym gebunden sind [98,99]. Daf} mir dieser
Einfall nach lingerem ergebnislosen Experimentieren
schlieBlich kam, war darch unsere Untersuchungen an
der Thiolase oder der Isopentenyl-pyrophosphat-1so-
merase vorbereitet, die uns zur Annahme dhnlicher ko-
valenter Substrat-Enzym-Verbindungen gefiihrt hatten.

Nach unseren Versuchen am hochgereinigten Hefeen-
zym 146t sich die Fettsiduresynthese durch das in Abb. 19

93] R. O. Brady, Proc. nat. Acad. Sci. USA 44, 993 (1958).

[94] S. J. Wakil, J. Amer. chem. Soc. 80, 6465 (1958).

951 S. J. Wakil u. J. Ganguly, J. Amer. chem. Soc. 8/, 2597
(1959).

[96] F. Lynen, I. Hopper-Kessel u. H. Eggerer, Biochem. Z. 340,
95 (1964).

[971 P. R.Vagelos, Ann. Rev. Biochem. 33, 139 (1964).

[98] F. Lynen, S.-B. math.-naturwiss. Kl. bayer. Akad. Wiss.
Miinchen, 4. Mirz 1960.

[991 F. Lynen, Federation Proc. 20, 94! (1961).
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wiedergegebene Schema beschreiben [99-1011. Voraus-
zuschicken ist, daB mindestens zwei Arten von Sulf-
hydrylgruppen des Enzyms an den Reaktionen teilneh-
men, die wir, nur um sie zu unterscheiden, vorerst als
,.zentrale** und ,periphere’* SH-Gruppen bezeichneten.
Sie haben verschiedene Funktionen und sind in Abb. 19

Enzym, dessen Dehydratisierung zum Crotonyl-Enzym
und eine abermalige Reduktion durch TPNH das ge-
sittigte Butyryl-Enzym entsteht. Bei dieser zweiten Re-
duktion ist Theorells Flavinmononucleotid als wasser-
stoffiibertragendes Coenzym beteiligt. Alle diese che-
mischen Umwandlungen vollziehen sich an Saureresten,

die mit der ,,zentralen* Sulfhydrylgruppe verbunden

sind. Auf der Stufe des Butyryl-Enzyms wechselt der,

) verglichen mit Essigsdure, nun um eine C;-Einheit ver-

Hs\Enzym S HS:EnZym + HSCoA lingerte Carbonsiurerest auf die ,,periphere” SH-
H CHj3-COS Gruppe tiiber, wobei die ,.zentrale’* SH-Gruppe frei
wird und einen neuen Malonylrest iibernehmen kann.

Startreaktion

CHj3-COSCoA +

Kettenverlingerung

COOH
GOOH HS, CH,-COS,
CH;-COSCoA + S}Enzym = JEnzym + HSCoA
CH;-(CHp-CH;,),-CO CH;-(CHz-CHy)n-COS
goon ;
CH;-COS§, CHj-(CHz-CHz),-C-CHz-COS,

Enzym —

/ JEnzym + COq
CHz-(CHy-CH,),-COS HS

Q OH
| |
CI3-(CHp-CHp)y-C-CHp-COS CHj-(CHz~CHz)y-CH-CH,-COS§_
JEnzym + TPN*

JEnzym + TPNH + HY —
HS HS

(‘)H
CH3~(CHy-CHy)a-CH-CH;-COS§
AEnzym —=
HS

CH3‘(CHz‘CHz)u“CH:CH‘COS\
Enzym + HyO
HS

CHQ‘(CHz—CHz)n—CI‘I:CH"COS\ CH3"(CH2‘CH2)n+1—COS\

‘Enzym + TPNH + H+ DM, ‘Enzym + TPN*
HS HS
CH;-(CHg-CHz)y4 - COS, HS,
JEnzym == Enzym
HS CHj-(CHgz- CHy)p 4 ~COS
Abschlussreaktion
CH3"(CH2‘CH2)n+l_COS HS\
S:Enzyrn + HSCoA ===  Enzym + CH3-(CHz~CHy)y41-COSCoA
H HS

Abb. 19. Der Mechanismus der Fettsduresynthese.

durch Fett- und Magerdruck voneinander abgegrenzt.
Der Syntheseprozefl wird gestartet mit der Beladung des
Enzyms mit Essigsdure und Malonsiure durch Ubertra-
gung der Séurereste vom Acetyl-CoA auf die ,,peri-
phere** Sulfhydrylgruppe und vom Malonyl-CoA auf
die ,,zentrale Sulfhydrylgruppe. Es schlie3t sich die zur
Verlingerung der Kohlenstoffkette fithrende und inso-
fern als Kernstiick der Synthese zu bewertende Konden-
sation unter Decarboxylierung an, was die Bildung des
Acetacetyl-Enzyms thermodynamisch stark begiinstigt.
Auf die Bildung der Ketosdure folgt die schrittweise
Umwandlung in die gesittigte Sdure, wobeli iiber die Re-
duktion durch TPNH zum b-(—)-B-Hydroxybutyryl-

[100] F. Lynen, Vortrag beim Symposium ,,Redoxfunktionen
cytoplasmatischer Strukturen*. Gemeinsame Tagung der Deut-
schen Gesellschaft fiir Physiologische Chemie und der Osterrei-
chischen Biochemischen Gesellschaft, Wien, 26.—29. September
1962. -

{101} F. Lynen, in M. Sela: New Perspectives in Biology. Else-
vier, Amsterdam 1964, S. 132.
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Das Spiel wiederholt sich, und zwar so oft, bis die lang-
kettigen Fettsduren gebildet sind. Ist diese Stufe erreicht,
dann gibt in der AbschluBreaktion das gebildete Pal-
mityl- oder Stearyl-Enzym den gesiittigten Fettsiurerest
an Coenzym A ab. Es entstehen Palmityl- oder Stearyl-
CoA unter Regeneration des freien Enzyms, das von
neuem mit Acetyl-CoA und Malonyl-CoA reagieren
kann,

Diese Folge von Reaktionsschritten vollzieht sich an
einem Multienzym-Komplex, den wir uns aus sechs

Malonyt -Ubertragung

Acyl—Ubertra un
_ Palmityl- / gnd
Ubertragung
Kondensation
2 Redukticn
SH

Dehydratisierung 1 Reduktion

Abb. 20. Hypothetische Struktur des Multienzymkomplexes fir die
Fettsdure-Biosynthese.
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oder sieben Enzymen bestehend vorstellen, die um die
,,zentrale* SH-Gruppe gelagert sind (Abb. 20), und
zwar so, daB die an der SH-Gruppe gebundenen Cai-
bonséduren nacheinander mit den einzelnen Enzymen in
Kontakt treten konnen. Unsere Vorstellung wird in
Abb. 21 am Beispiel der Reduktion der [3-Ketosdure

Abb. 21. Modell fiir die Reduktion der cnzymgebundenen 3-Ketosiuren
durch TPNH,

zur {3-Hydroxysdure noch einmal erklirt. Die Einzel-
heiten der Struktur des Enzymkomplexes sind weit-
gehend hypothetisch. So ist z. B. unentschieden, ob die
zentrale Sulfhydrylgruppe einem eigenen Strukturele-
ment angehdrt, wie in Abb. 20 angenommen wurde,
oder ob sie mit einer der Enzymkomponenten kovalent
verbunden ist. Wir bevorzugen die erste Annahme, weil
dann der Aufbau der Fettsdure-Synthetase aus Hefe
dem des analogen Enzymsystems aus Escherichia coli
entspriche, dessen Studium Vagelos und Mitarbeiter
[97] in den letzten Jahren zu sehr schonen und unsere
Arbeiten bestdtigenden Erfolgen gefiihrt hat, Der Mul-
tienzym-Komplex aus Hefe ist im Gegensatz zum En-
zymsystem der Bakterien sehr stabil, und zur Aufspal-
tung in seine Komponenten bedarf s so drastischer Be-
dingungen, daBl die Enzyme dabei grofitenteils geschi-

elektronenmikroskopisch sichtbare Struktur der Fet
sdure-Synthetase 14Bt sich leider nicht in bisher be-
kannte Strukturschemata einordnen. Im Zusammen-
hang mit unseren chemischen Befunden ist ein Aufbau
aus 3 ineinandergeschachtelten Ringen mdglich. Das
wiirde zu der auch durch andere Befunde gestiitzten
Annahme passen, daB in den Teilchen vom Molekular-
gewicht 2,3 Millionen drei funktionell komplette En-
zymsitze fur die Fettsduresynthese vorliegen.

Ich muB es mir versagen, auf die vielen Experimente ein-
zugehen, mit denen ich in Zusammenarbeit mit Duba,
Eggecer, Hagen, Kessel, Kirschner, Lorch und Schweizer
die chemischen Finzelheiten der Fectsduresynthese auf-
kldren konante. Einumal erwies sich der Einsatz der glei-
chen Modellsubstrate wie beim Studium der Enzyme des
Fettsdureaobaus wiederum als iiberaus niitzlich. In an-
deren Experimenten setzten wir die gereinigte Fettsiure-
Synthetase als Substrat ein und konnten dann durch
stochiometrischen Umsatz mit Acetyl-CoA, Maloryl-
CoA, und eventuell auch TPNH die natiirlichen Zwi-
schenprodukte, wie Acetyl-Enzym, Malonyl-Enzym,
Acetacetyl-Enzym und p-(—)--Hydroxybutyryl-Enzym
fassen.

Zusammen mit Oesterhelt habe ich mich in den letzten
Monaten darum bemiiht, die Gleichgewichtskonstante
der Bildung des Acetacetyl- Enzyms aus Acetyl-CoA,
Malonyl-CoA und Enzym nach Gleichung (9) zu mes-
sen, weil das Studium dieser Reaktion das Tor zur Auf-
kldrung der Fettsduresynthese geoffnet hat.

CH3~CO—-SCoA + ~0,C—-CH,—CO-SCoA + HS—Enzym + H*

)
digt werden. Bei der Fraktionierung des Hefeextrakts = CH3~CO-CH>~CO-S~Enzym -+ 2 HSCoA + CO;
mit milden, die Enzymaktivitit bewahrenden Methoden
benimmt sich die Fettsdure-Synthetase wie ein einziges Die Resultate unserer Messungen sind in Tabelle 3 zu-
Teilchen, das im elektrischen Feld und in der analyti- sammengestellt. Wir fanden als Mittelwert K., =
schen Ultrazentrifuge einheitlich wandert und ein Mole- 1,95x105.
kulargewicht von etwa 2,3 Millionen besitzt. Das Ord-
nungsgefﬁge des Multienzym—Komplexes ist auch im Tabelle 3. Gleichgewichtskonstante fiir die Kondensation von Acetyl-
Elekt ikrosk ichtb Abb. 22 Die Auf CoA(Ac-CoA) mit Malonyl-CoA (Mal-CoA) zu Acetacetyl-Enzym

ckironenmikroskop SIC ar ( ) ) 1€ u (AcAc-Enzym) nach Gleichung (9).
nahme, die von Dr, Hofschneider [102] stammt 146t
- - . . . . . HS-
hohle, ovale, von einem Aquatorialring umgel?ene Teil HS-CoA | CO, gc?; MakCoa | Accon |FS | |

chen erkennen. Der Lingsdurchmesser der Teilchen be- M uM u;‘{y oM M uMy M eq
trigt etwa 250 A, der Querdurchmesser etwa 210 A, Die

187,5 3390 | 2,120 | 59,2 52,7 2,420 | 0,316 | 1,06

187,0 10080 | 1,815 | 59,7 53,0 2,725 | 0,316 | 2,50

iR 3 ] 186,8 17000 | 1,425 | 60,0 53,3 3,115 | 0,316 | 2,62

500A 186,3 23800 | 1,115 | 60,3 53,7 3,425 | 0,316 | 2,62

A 120,0 3660 | 1,295 | 58,7 65,3 0,425 | 0,316 | 1,33

Ly 220,0 3660 | 0,880 | 59,1 65,7 0,840 | 0,316 | 1,51

' 376,0 3660 | 0,510 | 59,5 66,1 1,210 } 0,316 | 1,75

- 553,0 3660 | 0,324 | 59,7 66,3 1,396 | 0,316 | 2,08

T 720,0 3660 | 0,222 | 59,8 66,4 1,498 | 0,316 | 2,12

220,0 3660 | 1,025 | 59,0 65.6 0,695 | 0,316 | 2,14

220,0 3660 | 1,220 | 118,8 65,4 0,500 | 0,316 | 1,77

Beim Vergleich des Wertes fiir die Gleichgewichtskon-
stante der Kondensation mit Malonyl-CoA :

[Acetacetyl-Enzym] [CoA]? [CO;]
Keg

- - 5 (0 ©
17 [Acetyl-CoA] [Malonyl-CoA] [Enzym] [H+] 1,95%103 (0°C)

Abb. 22, Elektronenmikroskopisches Bild der gereinigten
Fettsdure-Synthetase aus Hefe.

mit dem Wert fitr die Gleichgewichtskonstante der Kon-
densation mit Acetyl-CoA, die ebenfalls einen Thio-
ester der Acetessigsdure liefert:

[102] A. Hagen u. P. H. Hofschneider: Proceedings of the Third
European Regional Conference on Electron Microscopy. Cze-
choslovak Academy of Sciences, Prag 1964, Bd. B, S. 69.
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[Acetacetyl-CoA] [CoA]
[Acetyi-CoAJ2

Keq = = 1,6%x1075 (25°C,pH =17,0)

wird der groBe Vorteil ersichtlich, der sich durch Ver-
wendung von Malonyl-CoA. zum Aufbau von Kohlen-
stoffketten ergibt. Die belebte Natur niitzt diesen Vor-
teil auBer beim Aufbau der Fettsduren auch bei der Bio-
synthese der vielen anderen, unter die Polyacetat-Regel
von Birch [103] fallenden Naturstoffe aus [101]. Beriick-
sichtigt man, daB auch die Kondensation mit Malonyl-
CoA letzten Endes nur zum Einbau des Acetylrestes
fithrt, so kdnnte man den groBen Vorziigen dieses Bau-
steins bei Biosynthesen mit der Bezeichnung ,,aktivierte
aktivierte Essigsdure gut Rechnung tragen.

Die wichtige Fiage, warum der Fettsdureaufbau am
Multienzym-Komplex auf der Stufe von Palmitin- oder
Stearinsdure, aber nicht vorher oder nachher, abbricht,
ist noch ein Ritsel. Dagegen 14Bt sich die Frage nach
den Vorteilen, die sich beim Ablauf einer aus vielen
Schritten bestehenden Synthesekette an einem Multi-
enzym-Komplex ergeben, leicht beantworten. In kineti-
scher Hinsicht muB3 ein solcher ProzeB analogen Pro-
zessen, die von getrennten Enzymen katalysiert werden,
iliberlegen sein, da die Diffusionswege der Substrate
durch die kovalente Bindung an den Komplex auf ein
Minimum beschriankt sind. Aus dem gleichen Grund
sind die lokalen Substratkonzentrationen im Multien-
zym-Komplex hoch, so daB auch die Bildung der Mi-
chaelis-Verbindungen zwischen den verschiedenen Sub-
straten und den zugehdrigen Teilenzymen begiinstigt
wird. Von groBer physiologischer Bedeutung diirfte
sein, daBB Stérungen des Syntheseprozesses durch fremde
Enzyme, wie etwa durch die Enzyme des Fettsidure-
abbaus, unterbunden sind. In dieser Hinsicht kann man
von einer Kompartmentierung biochemischer Reak-
tionen auf kleinstem Raum sprechen. Durch diese raum-
liche Scheidung von Fettsdureaufbau und Fettsdure-
abbau gewinnt die Zelle die Moglichkeit, beide Prozesse
getrennt ablaufen zu lassen und, was noch wichtiger ist,
auch unabhingig voneinander zu regulieren. Das ist
eine groBe Leistung, da ja bei beiden Prozessen, abge-
sehen vom stereochemischen Unterschied bei den {-
Hydroxysduren, die gleichen Zwischenstufen durchlau-
fen werden. Man wird dem Multienzym-Komplex der
Fettsdure-Synthetase am besten gerecht, wenn man ihn
mit den Montagehallen der Technik vergleicht, In beiden
Fillen werden die von auBen zugefiihrten Einzelteile
oder Bausteine Stiick fiir Stiick zusammengefiigt und
umgemodelt und erst in Form des fertigen Endprodukts
aus der Fabrikationsstiitte entlassen.

Zur biologischen Regulation der Fettsiduresynthese

Wie steht es nun bei der Fettsduresynthese mit der Zu-
lieferung des Bausteins Malonyl-CoA ? Wir haben be-
reits erfahren, dab es durch Carboxylierung aus Acetyl-
CoA entsteht unter Beteiligung eines spezifischen Biotin-
enzyms und von ATP als Energiequelle [Gleichung (7)].

[103] A. J. Birch, in L. Zechmeister: Fortschritte der Chemie or-
ganischer Naturstoffe. Springer-Verlag, Wien 1957, Bd. 14. S.186.
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Der Syntheseproze8 wird also auch beim Aufbau der
Fettsduren durch die Spaltung von ATP angetrieben.
ATP ermoglicht die Fixierung der Kohlensdure am
Acetyl-CoA, die dann bei der Verlingerung der Kohlen-
stoffkette unter Anbau des C,-Bausteins wieder ausge-
stoflen wird.

Fine Eigentiimlichkeit der tierischen Acetyl-CoA-Carbo-
xylase ist der Bedarf an Citronensdure zur Ausbildung
voller Aktivitdt [104—106]. Beim eingehenden Studium
ergab sich, daBl das Aktivierungsphdnomen in den Be-
reich der sogenannten ,,allosterischen Effekte* [107]
fallt und mit der Aggregation mehrerer Enzym-Mole-
kiile zu einer Ubereinheit von mehr als 2 Millionen
Molekulargewicht zusammenhingt [106,108]. Die Er-
kldrung der Steuerung des Stoffwechsels in den Organis-
men durch allosterische Effekte gewinnt heute zuneh-
mend an Bedeutung. Im Falle der Acetyl-CoA-Carboxy-
lase ist die Citrat-Aktivierung allein anscheinend nur
von untergeordneter Bedeutung. Sie wird aber dadurch
entscheidend, daB ihr in den CoA-Verbindungea hoéhe-
rer Fettsiuren, wie Palmitin-, Stearin- oder Olsiure,
michtige Gegenspieler gegeniiberstehen. In Zusammen-

~arbeit mit Bortz und Numa [108] wurde gefunden, daf

solche Coenzym-A-Derivate die Acetyl-CoA-Carboxy-
lase schon in minimalen Konzentrationen hemmen, und
zwar durch Konkurrenz mit Citrat. In Gegenwart
von Palmityl-CoA bleiben die Aktivierung der Enzym-
wirkung und die Aggregation des Proteins aus.

Diese Befunde tragen zum Verstdndnis der biologischen
Steuerung der Fettsduresynthese im tierischen Organis-
mus sehr wesentlich bei. Die Carboxylierungsreaktion
ist dort der geschwindigkeitsbegrenzende Schritt [109,
110], woraus folgt, daB sich jede Beeinflussung der
Acetyl-CoA-Carboxylase-Aktivitit in der Geschwindig-
keit der Fettsduresynthese widerspiegelt. Nun ist seit
langem bekannt (vgl. [101]), daB im Stadium des Hun-
gers oder der Zuckerkrankheit die Fettsduresynthese
praktisch vollstindig darniederliegt, aber gleichzeitig
der Fettsdurespiegel im Blut erhoht ist, infolge der Mo-
bilisierung der Fettdepots. Auch beim normalen Tier
fithrt fettreiche Erndhrung zu einer drastischen Hem-
mung der Fettsduresynthese. Das daraus abgeleitete
Konzept einer homdostatischen Kontrolle des Synthese-
prozesses kann durch unsere Befunde an der gereinigten
Acetyl-CoA-Carboxylase erkldrt werden. Nach Versu-
chen an Hungerratten und an diabetischen Tieren ist
der Spiegel an Fettsdure-CoA-Derivaten in der Leber
gegeniiber der Norm wesentlich erhoht [111,112]. Das

[104] M. Matsuhashi, S. Matsuhashi u. F. Lynen, Biochem. Z.

340, 263 (1964).
[105] M.Waite u. S. J.Wakil, J. biol. Chemistry 237, 2750 (1962).

[106] P. R.Vagelos, A.W. Alberts u. D. B. Martin, J. biol.
Chemistry 238, 533 (1963).

[107] J. Monod u. F. Jacob, Cold Spring Harbor Symposia
Quantitat. Biol. 26, 389 (1961).

[108] S. Numa, W. M. Bortz u. F. Lynen, in G. Weber: Advances
in Enzyme Regulation. Pergamon Press, London 1965, Bd. 3,
S. 407.

[109] J. Ganguly, Biochim. biophysica Acta 40, 110 (1960).
[110] S. Numa, M. Matsuhashi u. F. Lynen, Biochem. Z. 334, 203
(1961).

[111] W. M. Bortz u. F. Lynen, Biochem. Z. 339, 77 (1963).
[112] P. K.Tubbs u. P. B. Garland, Biochem. J. 93, 550 (1964).
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Abb. 23. Schema der Lipogenese.

muf3, wie ein Blick auf das Schema der Lipogenese
(Abb. 23) zeigt, zu einer sehr sinnvollen Regulierung
der Fettsduresynthese fithren, Die als Inhibitoren wirk-
samen Fettsdure-Coenzym-A-Verbindungen sind ja die
letzten Glieder in der Synthesekette, von wo aus der
Einbau in die komplexen Lipide erfolgt. Reichern sich
die Fettsdure-CoA-Verbindungen in den fettbildenden
Geweben an, so wird in der Acetyl-CoA-Carboxylase
gerade dasjenige Enzym gehemmt, unter dessen Wir-
kung die Reaktionsfolge der Fettsduresynthese von den
tibrigen Umsetzungen der ,,aktivierten Essigsdure* ab-
zweigt. Wir treffen somit beim Fettsdureaufbau erneut
auf das Phdnomen der ,,Endprodukt-Hemmung* {113],

[113] H. E. Umbarger, Cold Spring Harbor Symposia Quantitat.
Biol. 26, 301 (1961).

Die Biosynthese des Cholesterins

Nobel-Vortrag am 11. Dezember 1964 [*]

VON PROF. DR. KONRAD BLOCH

deren groBle Bedeutung in den letzten Jahren beim Stu-
dium vieler Biosynthesen erkannt wurde und die zur
Okonomie der Lebensvorgiange entscheidend beitrégt.
Denn eine ErhShung des intrazelluliren Spiegels der
Fettsdure-CoA-Verbindungen ist das Zeichen dafiir, dal
der Bedarf fiir den Aufbau komplexer Lipide wie der
Neutralfette, der Phospholipide, der Sphingolipide usw.
gedeckt ist. Unter diesen Umstdnden wiire es eine Ver-
schwendung, wiirde weiteres Acetyl-CoA auf den Weg
dieser Biosynthese geleitet.

Im vergangenen Jahr wurde auch Uber eine Hemmung der
Acetyl-CoA-Carboxylase durch freie Fettsduren berichtet
[114,115]. In unseren Versuchen am gereinigten Enzym waren
sie aber als Hemmstoffe den entsprechenden Coenzym-A-
Derivaten gegeniiber deutlich unterlegen [108].

Die praktische Bedeutung unserer Beobachtungen liegt
auf der Hand. Wenn es gelingt, Stoffe zu finden, die
gleich den Fettsdure-Coenzym-A-Verbindungen die
Acetyl-CoA-Carboxylase hemmen, aber im Gegensatz
zu ihnen nicht in die Neutralfette oder Phosphatide ein-
gebaut werden, dann miifite es gelingen, die Fettsidure-
synthese medikamentds zu beeinflussen. Hier sehe ich
Ansatzpunkte zu einer gezielten Therapie der Kreis-
laufkrankheiten, was zur Bedeutung der Grundlagen-
forschungen beitrdgt, fiir die mir vom Koniglichen Ka-
rolinischen Institut die hdchste wissenschaftliche Aus-
zeichnung verliehen wurde. Ich teile sie mit vielen tiich-
tigen Mitarbeitern, die kiirzere oder lingere Strecken
des Weges mit mir gewandert sind.

Eingegangen am 14. Juni 1965 [A 474]

[114] H. R. Levy, Biochem. Biophys. Res. Comm. /3, 267 (1963).

[L15] Y. Yugari, T. Matsuda u. M. Suda: VI. Internat. Congr.
Biochem., New York 1964, Abstr. S. 602.

JAMES BRYANT CONANT LABORATORY, HARVARD UNIVERSITY,

CAMBRIDGE, MASSACHUSETTS (USA)

In den friihen dreiliger Jahren dieses Jahrhunderts fand
eines der hervorragendsten Kapitel der organischen
Chemie mit der Strukturaufklirung des Cholesterins
nach jahrzehntelangen Bemiithungen seinen Abschlufl.
Aber nun wurde die Frage nach der Biosynthese des
Cholesterins fiir den Chemiker und den Biochemiker zu
einer auBergewOhnlichen Herausforderung, denn es
war nicht zu erkennen — wenigstens nicht auf den er-
sten Blick — wie dieses komplizierte Molekiil aus den
einfacheren, in der Zelle verfiigbaren Bausteinen ent-

[*] © 1965. The Nobel Foundation. — Wir danken der Nobel-
Stiftung, Stockholm, fir die Genehmigung zum Druck dieser
Ubersetzung.
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stehen sollte. Um so bemerkenswerter ist es, daf3 viele
der anfidnglichen Spekulationen den Prinzipien, nach
denen die Biosynthese des Cholesterins verlduft, recht
nahe kamen. Das Hauptproblem war die Bildung des
tetracyclischen Systems, und so ziemlich alle frithen
Hypothesen stimmten darin iiberein, dafl ein entspre-
chend gefaltetes offenkettiges Molekiil die Vorstufe sein
miisse, was sich spiter als richtig erwies. Alle diese
frithen Annahmen haben die auf sie folgenden experi-
mentellen Arbeiten in irgendeiner Weise beeinfluBt,
keine aber so sehr wie L. Ruzickas Hypothese vom ein-
heitlichen Ursprung der Terpene und Steroide und wie
R. Robinsons Vorschlag, Cholesterin kénnte sich durch
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