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Die Synthese verschiedener Carbonsiuren durch den Multienzymkomplex

der Fettsiuresynthese aus Hefe und die Erklirung ihrer Bildung
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1. The purified multienzyme complex, fatty acid synthetase of yeast, produces palmityl-CoA
and stearyl-CoA in equal amounts under standard conditions, with adequate NADPH, and a
1:2 ratio of acetyl-CoA and malonyl-CoA. Based on the known enzymatic properties of fatty
acid synthetase a model which rationalizes the chain termination at the level of C,4 and C,g-acid
is proposed.

2. The model is based on two assumptions that are supported by experimental evidence:
(a) the probability of any covalently enzyme-bound saturated acyl residue forming a product by
transfer to CoA is determined by the relative velocities of the condensing and transferring reac-
tions. (b) The growing alkan chain interacts with the enzyme protein only after a chain length of
13 carbon atoms has been attained; this interaction changes the relative velocities in favour of
product formation by an energy increment of — 0.9 kecal for each additional methylene group
beyond the 13th,

3. To calculate the probability of product release at a particular chain length, an equation
was derived from the model describing quantitatively the observed product distribution.

4. The formula suggests conditions under which either short acyl-CoA derivatives or ex-
clusively stearyl-CoA can be produced. Synthesis under these conditions was examined experi-
mentally and results indicated that the formula can be applied to a wide range of experimental
conditions.

5. Because the condensation reaction in fatty acid synthesis is the rate limiting step under
normal conditions, saturated acyl residues have the longest life-time as intermediates and con-
sequently the highest probability of leaving the enzyme complex as an endproduct. The reduction
reactions can be made rate limiting when the NADPH level drops. Under such circumstances
p-ketoacyl-CoA’s and o, f-unsaturated acyl-CoA’s appear as endproducts. With NADH as
electron donor the first reduction is slowed to such an extent that predominantly §-ketoacyl-CoA’s
derivatives are synthesized.

6. The possibility that the enzyme complex catalyses synthesis of short chain fatty acids and

and f-ketoacids in vivo is discussed.

Hauptkomponenten der Fettsduren in den Lipi-
den nahezu aller Organismen sind die Verbindungen
mit 16 und 18 Kohlenstoffatomen. Seit Ende der
50er Jahre wurden in mehreren Laboratorien Enzym-
systeme isoliert, die die Synthese der gesittigten
Fettsduren katalysieren [1—6]. Zum Teil liegen diese
Enzymsysteme als Multienzymkomplexe vor, so in
Hefe und tierischem Gewebe [4,7—9], zum Teil kon-
nen sie aus der Zelle nur in Form ihrer Einzelkompo-
nenten isoliert werden, wie die bakteriellen [10—13]
und pflanzlichen Systeme [14,15]. Alle Enzymsysteme
katalysieren die Reaktion von Acetyl-CoA, Malonyl-

Nicht allgemein gebrduchliche Abkiirzungen. AcCoA,
Acetyl-CoA; MalCoA, Malonyl-CoA; NPGS, Neopentylgly-
kolsucecinat.

Enzyme. Acetyl-CoA-Carboxylase (EC 6.4.1.2); Glucose-
6-phosphat-Dehydrogenase (EC 1.1.1.49).

CoA und NADPH zu den hoheren Fettsduren (z.B.
in tierischen Geweben) bzw. ihren CoA-Derivaten
(z.B. in Hefe) nach folgender Bruttogleichung:

CH,CO-SCoA + n HOOCCH,CO-SCoA
+ 2n NADPH + 2n H*
> CH,~(CH,CH,),-COOH + (n + 1) CoA-SH
4+ nCO, + 2n NADP+ + (n—1) H,0
(La)
CH,CO-SCoA + n HOOCCH,CO-SCoA
+ 20 NADPH } 2n H+
— CH,~(CH,CH,),~CO-SCoA + n CoA-SH
+ 1 C0, + 2n NADP+ + n H,0. (1b)

Acetyl-CoA, als der Starter der Synthese, wird in
einem cyclischen ProzeB (Fig.1) sukzessive durch
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Cy-Einheiten aus Malonyl-CoA verlingert. Theore-
tisch konnten dabei Fettsiuren beliebiger Ketten-
linge entstehen. Die Produktanalyse (Fig.2) der ¢n
vitro Synthese bestitigte und erklérte jedoch das
Vorkommen von hauptsidchlich Cp,- und Cg-Fett-
siduren in der Zelle. Palmitin- und Stearinsiure sind
die Hauptprodukte, d.h. der cyclische Synthese-
prozefl im Enzymsystem wird auf dieser Stufe spezi-
fisch abgebrochen. Die Frage, warum dies ge-
schieht, ist ein bislang ungeklartes Problem der Fett-
sdurebiosynthese. Die vorliegende Arbeit versucht,
diese Frage am Beispiel der Fettsiuresynthetase aus
Hefe zu beantworten.

EXPERIMENTELLER TEIL
Materialien

Kdiufliche Prdparate. CoA-SH, NADPH, NADH,
Glucose-6-phosphat, Glucose-6-phosphat-Dehydro-
genase (C. F. Boehringer & Soehne, Mannheim);
Tridecansdure, Pentadecansidure, Heptadecansdure,
Nonadecanséure, 2-Hexadecensdure (Th. Schuchardt,
Miinchen); Laurinsdure, Myristinsdure, Palmitin-
séure, Stearinsiure, Arachinsdure, Methylundecyl-
keton, Methyltridecylketon, Methylpentadecylketon
(C. Roth, Karlsruhe); Serumalbumin vom Rind (Beh-
ring-Werke, Marburg); Na[1-*C]Acetat, Na[2-14C]-
Malonat, Na['*C]Carbonat, [1-1C]Palmitinsiure
{Radiochemical Centre, Amersham). Guanidinhydro-
chlorid (Th. Schuchardt, Minchen) wurde aus Me-
thanol umkristallisiert.

Acyl-CoA-Priparate. Acetyl-CoA wurde nach [16],
[1-1C]Acetyl-CoA nach [1] dargestellt, Malonyl-CoA
nach [17], Palmityl-CoA nach [21]. Gehaltsbestim-
mung des Acetyl-CoA nach [18], Malonyl-CoA mit
Fettsduresynthetase nach [1], Palmityl-CoA nach
[22].

[2-12C ] Malonyl-CoA. Die Vorschrift von Eggerer
und Lynen [17] wurde, um eine héhere spezifische
Radioaktivitit des [2-1*C|Malonyl-CoA zu erzielen,
wie folgt modifiziert: 8 mg Na[2-14C]Malonat werden
mit 1 ml peroxidfreiem Ather iiberschichtet und mit
0,04 ml 12N H,S0, versetzt. Nach Zugabe von
festem Na,SO, wird der Kristallbrei fiinfmal mit je
1 ml Ather extrahiert. Aus den vereinigten Ather-
extrakten wird das Losungsmittel mit Stickstoff ver-
blasen und der Riickstand im Vakuum von Resten
Wasser befreit. Er wird in 0,5 ml Ather mit 5,5 pl
Thionylchlorid durch 1 stiindiges Kochen unter Riick-
flu} in Malonsduremonochlorid iberfithrt. Nach Ab-
ziehen des Losungsmittels wird das Saurechlorid mit
einer Losung von 18 mg N-Capryloyleysteamin in
0,1 ml Tetrahydrofuran aufgenommen und das Lo-
sungsmittel sofort mit Stickstoff verblasen. An-
schlieBend wird die Reaktionsmischung im Exsic-
cator tiber KOH 30 min gehalten und schlieBlich in
Hydrogencarbonatlosung aufgenommen. Ausbeute
40—60°/, (bezogen auf [2-YC]Malonat); Gehalts-
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bestimmung durch Extinktionsmessung der Thio-
esterabsorption bei 236 mp. (¢ = 4900 [em? - mMol-1]).

Umsetzung des Produktes mit CoA-SH nach [17].
Abweichend von der Vorschrift wurde auf einen
UberschuB  8-[2-1C)Malonyl- N-capryloyleysteamin
verzichtet. Die Ausbeute lag bei 60%/,.

Anreicherung der Fettsduresynthetase aus Bicker-
hefe (Scheibe und Schertl KGQ, Oberkotzau bei Hof) und
thre Aktivitdtsbestimmung nack [23]. 1 Enzym-Ein-
heit ist definiert als diejenige Enzymmenge, die in
1 min 1 pMol Malonyl-CoA umsetzt. Die in [23] be-
schriebene Anreicherung wurde um eine Zonal-
zentrifugation in einem linearen Saccharosegradien-
ten (10—30°/,) erweitert. Die so nachgereinigte Fett-
sauresynthetase ist discelektrophoretisch rein.

Die kondensierende Teilaktivitit wurde nach
[7,19] bestimmt, die der Palmityl-Ubertragung nach
[20]. Anstelle von CoA-SH wurde hier das Modell-
substrat N-Acetyleysteamin als Acceptor in den Test
eingesetzt. Der Inkubationsansatz enthielt im Vo-
lumen 1 ml: 100 pMol K-Phosphat pH 6,5, 5 uMol
N-Acetylcysteamin, 0,4 mg Serumalbumin, 10 pg
Fettsduresynthetase; nach 5 min Vorinkubation
Start mit 14 mpMol [1-14C]Palmityl-CoA (1,8 x 105 Z./
min). Nach 30 see wird mit Perchlorséure gestoppt
und das mit Petroldther extrahierbare N-Acetyl-S-
palmityl-cysteamin im  Szintillationszdhler be-
stimmt. Um bei dieser Bestimmungsmethode repro-
duzierbare Werte zu erhalten, ist es wesentlich, die
angegebenen Versuchsbedingungen, insbesondere
hinsichtlich Palmityl-CoA-Konzentration, Enzym-
menge und Inkubationszeit einzuhalten.

Bereitung einer Malonyl-Cod-Decarboxylase aus
Fettsduresynthetase. 10—30 mg Enzymprotein werden
mit 102 M Jodacetamid 10 min bei 0° inkubiert,
anschlieBend wird durch Sephadex G 25-Filtration
uberschiissiges Jodacetamid entfernt. Das so be-
handelte Enzym hat seine Fahigkeit zur Fettsiure-
synthese verloren, decarboxyliert aber 0,3 pMol
Malonyl-CoA pro Minute und Milligramm zu Acetyl-
CoA (1 Einheit = 1 yuMol Malonyl-CoA-Verbrauch/
Minute).

Acetyl-Cod-Carboxylase, nach [24] gereinigt, wur-
de von Dr. G. Henniger freundlicherweise zur Ver-
fiigung gestellt. Test nach [24]. Fir die Synthese
kurzkettiger Fettsiuren in Fig.9 wurde folgender
Inkubationsansatz gewahlt: 2 ml enthalten 100 uMol
Tris pH 7,5, 20 uMol MgCl,, 20 uMol K-Citrat,
7 uMol Glutathion, 7 uMol KOH, 50 uMol KHCO,,
1,56 mg Serumalbumin, 0,4 uMol [1-1*CJAcetyl-CoA
(10 uC/uMol), 1,2 uMol NADPH, 600 mE Fettsiure-
synthetase, 10,7 mE Acetyl-CoA-Carboxylase. Start
nach 5 min mit 7 uMol ATP.

Standardansatz der enzymatischen Fettsiuresynthese

Der Inkubationsansatz enthielt im Volumen von
2 ml: 200 pMol K-Phosphat pH 6,5, 0.8 mg Serum-
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albumin, 1,2 uMol NADPH, 0,25 uMol [1-1*C]Acetyl-
CoA und 200 pg Fettsduresynthetase (spez. Akt.:
1500—2500 mE /mg). Die Reaktion wird nach Zugabe
von 0,5 pMol Malonyl-CoA gestartet und ihr Verlauf
optisch an der Extinktionsabnahme bei 366 mp. ver-
folgt. Abstoppen der Synthese nach 1—10 min noch
im linearen QGeschwindigkeitsbereich durch Zusatz
von 1 ml 10%/, KOH in Methanol, das aulerdem je
1 uMol der zu bestimmenden Verbindungen als Triger
enthielt.

Fiir die Synthese ungeradzahliger Fettsiuren in
Fig.4 mit Propionyl-CoA als Starter wurde [2-14C]-
Malonyl-CoA als radioaktives Substrat verwendet.
Fir die Auswertung der Produktverteilung wurde
der steigende Gehalt der Fettsduren an markiertem
Kohlenstoff mit wachsender Kettenlinge beriick-
sichtigt. '

M. Sumper, D. OESTERBELT, C. RIEPERTINGER und F. LYNEN 379

pronsdure (Cg) tritt ein gewisser Verlust auf der Stufe
des Methylesters ein, der in der Auswertung (Fig.9)
beriicksichtigt wurde.

Radiogaschromatographie der Syntheseprodukte

Fir die Gaschromatographie stand ein Varian
Aerograph Modell 202-1 B zur Verfiigung. Am Aus-
gang des Detektors ist ein Tricarb-Verbrennungsofen
(Packard, Frankfurt/M.) mit heizbarer Verbindungs-
leitung angeschlosen. Das entstehende 4CO, wird in
einer Anthracendurchflufizelle des Tricarb Szintilla.
tionspektrometers Modell 3101 gezihlt und iiber ein
Einkanal Ratemeter Modell 280 A mit einem Kom-
pensationslinienschreiber (Honeywell Typ 5015) re-
gistriert.

Die Analysen wurden auf Chromosorb WAW,
beladen mit 10%/, NPGS (80—100 mesh), ausgefithrt.

SpH
. _ E/
\S,-CO-CHz-CI'*z‘Cl“Z' E,
FMNH, ~ . .
H N :
S,-CO-CHy~
,SeH \«E,sp-co-CHz-
N \
z‘OO-CH=CH—CH27 CoASH S,H N O : CH-O /o & .
-CO-CHz - 2 2 2 CH. roteintriger
. H2o°°A5 27| [Acyl Transfer] - Malonyt-CoA AVATAN >c’ NG B des Parcthens
[Dehydratisierung] s Co [ Mialonyt Trarster] & THs E\\!H (ACP)
E< AN
~20R }
JSH SaH g (S C0-CHr i
5,-00-CHy-CH-CHr $,-CO-CHz-C00°
OH:
NADP* CO, -
- [Kondensation]
SpH Ey Bz usw. Teilenzyme des Komplexes
NADPH+HT EC wie: Transferasen, kondensierendes Enzym,

5,-CO-CH,-CO-CHa-

Reduktasen, Dehydratase

Fig.1. Reaktionsschema der Feltsiuresynthese am Multienzymkomplex. Links: Fettsauresynthesecyclus; rechts: chemische
Natur der ,,peripheren‘ und ,,zentralen* SH-Gruppe

Fir die Synthese in Gegenwart limitierender
Mengen NADPH wurde der Standardansatz ohne
NADPH mit einem NADPH-regenerierenden System
gekoppelt. Er enthdlt zusdtzlich 20 uMol MgCl,,
2,5 uMol Glucose-6-phosphat, 1,25 uMol NADP+ und
Glucose-6-phosphatdehydrogenase wie in den be-
treffenden Versuchen angegeben.

Aufarbeitung des Inkubationsansatzes

Der abgestoppte Inkubationsansatz wird 30 min
bei 70° gebalten. Nach Ansduern mit 12 N H,SO,
wird dreimal mit je 3 ml Petrolather (KP: bis 40°)
extrahiert, und der Extrakt iiber Na,SO, getrocknet.
Die eingeengte Petrolitherlosung wird mit Diazo-
methanlésung versetzt und die gebildeten Fettsiure-
methylester radiogaschromatographisch analysiert.
Dieses Verfahren erfalit alle Fettsiuren ab einer
Kettenlinge von 8 C-Atomen quantitativ. Bei Ca-

Dimensionen der Siule: 3 m x1/; Zoll. Ofentempera-
tur: lineares Temperaturprogramm von 175—230°
mit Heizrate 4°/min. GasdurchfluBl: 24 ml Helium/
min, Zur gaschromatographischen Identifizierung der
Metylketone wurden zusitzlich folgende S#ulen-
typen verwendet : 10°/, SE 30 und 10/, Versamid auf
Chromosorb WAW.

ERGEBNISSE
Die chemischen Reaktionen der Feltsduresynthese

Die Fettsduresynthetase aus Hefe, ein Multi-
enzym-Komplex vom Molekulargewicht 2,3x108,
vermag, wie mit Modellreaktionen nachgewiesen
wurde, 7 verschiedene enzymatische Teilfunktionen
auszuiiben [25]. Séamtliche Reaktionen verlaufen in
covalenter Bindung der Substrate und Zwischen-
produkte am Multienzymkomplex. Erst die End-
produkte, Palmitin- und Stearinsdure werden auf
Coenzym A iibertragen (Fig.1).
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Entscheidende Bedeutung kommt im Synthese-
prozess den sogenannten ,zentralen SH-Gruppen!
zu. Sie sind Bestandteil von 4’-Phosphopantethein-
molekiilen, die iiber Serinreste an eine Proteinkompo-
nente des Komplexes gebunden sind, deren Eigen-
schaften und Funktion dem von Vagelos erstmals aus
Escherichia coli isolierten ,acyl carrier protein‘
dhneln [27]. Bedingt durch seine chemische Kon-
stitution wird dem 4’-Phosphopantethein (Fig.1) die
Funktion eines Schwingarmes zugeschrieben. Die
an seinem SH-Ende gebundenen Zwischenprodukte
konnen so den aktiven Zentren aller Teilenzyme zu-
gefithrt werden [25].

Injektion

1 A 3 A
Fig.2. Radiogaschromatogramm der Endprodukte im Standard-
ansalz der Fettsduresynthese (siehe exp. Teil). 1) Caprylséure-
methylester; 2) Caprinsduremethylester; 3) Laurinséure-

methylester; 4) Myristinsuremethylester; 5) Palmitinsiure-
methylester; 6) Stearinsiuremethylester

Die Synthese beginnt mit der Ubertragung eines
Acetylrestes aus Acetyl-CoA iber die ,,zentrale’* zur
sogenannten ,,peripheren‘* SH-Gruppe des Kom-
plexes. Diese ist Bestandteil eines Cysteinmolekiils im
aktiven Zentrum des kondensierenden Teilenzyms.
Der Acetylrest kondensiert mit einem auf eine ,,zen-
trale’ SH-Gruppe iibertragenen Malonylrest zum
Acetacetylrest, der thioesterartiz am Pantethein des
zentralen Schwingarmes gebunden ist. Reduktion
zum fS-Hydroxybutyryl-, Dehydratisierung zum Cro-
tonylrest und Flavin-katalysierte Reduktion zum
Butyrylrest beenden den ersten Cyclus der Synthese.
Nach Ubertragung des Acylrestes auf die ,,periphere*
SH-Gruppe wiederholen sich die Reaktionen cy-
clisch, bis die Stufe des Cj4- bzw. C-Kohlenstoff-
skeletes erreicht ist, auf welcher der gesittigte Acyl-
rest auf Coenzym A iibertragen wird (Fig.2).

1 Nach [26] enthilt 1 Mol Synthetase mindestens 5 Mol
4/-Phosphopantethein.
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Diese geschilderten, experimentell gesicherten
Reaktionsschritte erlauben keine Erklirung des
Syntheseabbruchs. Ebensowenig erkliren sie, warum
nur die gesittigten C4- und Cg-Sduren auf Co-
enzym A iibertragen werden und nicht auch ihre
p-Keto-, f-Hydroxy- und o,f3-ungeséttigten Deri-
vate. Die einfachste Erklirung eines Synthese-
abbruchs auf der C,—C;-Stufe wire eine hohe
Substratspezifitit der an der AbschluBireaktion be-
teiligten Transferase. Schweizer [20] widerlegte diese
Erklarungsmoglichkeit jedoch, indem er zeigte, daf3
die Fettsduresynthetase fur alle Acylreste von C; bis
C,s etwa vergleichbare Transferaseaktivitit besitzt.

Modell des Syntheseabbruches

Ausgangspunkt unserer Modellvorstellung des
Syntheseabbruchs ist die zweifache Reaktionsmog-
lichkeit jedes gesattigten Acylrestes an der ,,zentra-
len* SH-Gruppe (E-S H):

kg K,
Produkt «— Transferase &==*—

E-S,H &—7 E-Sp;H —k—x> Kondensation.

Er kann in reversiblen Reaktionen entweder auf
die ,,periphere’* SH-Gruppe (E-SyH) iibertragen und
um eine weitere C,-Einheit verlingert werden, oder
aber tiber die Transferase auf Coenzym A iibertragen
werden und damit Produkt bilden (vgl. Fig.1). Die
Gleichgewichtskonstanten K 7 und K g beschreiben die
Verteilung des Acylrestes zwischen ,,zentraler’ SH-
Gruppe und Transferase bzw. ,,zentraler und ,,peri-
pherer* SH-Grupype. kr und kg sind die Geschwindig-
keitskonstanten der Acylubertragungs- bzw. der
Kondensationsreaktion.

Die Wahrscheinlichkeit W fiir einen gegebenen
Acylrest Produkt zu bilden, ist also durch das Ge-
schwindigkeitsverhdltnis von Xondensation und
Ubertragung (Vg und V) gegeben.

W=t = — 2)
14+ o=
Vg

Die Geschwindigkeit der Ubertragung beschreibt
Gleichung (3)

Vp ~kr - a, (3)

wobei o die im Gleichgewicht an der Transferase
befindlichen Acylreste angibt. Entsprechend ergibt
sich fir die Kondensationsgeschwindigkeit der Aus-
druck [Gleichung (4)]:
a. [MalCoA]
Vi ~kx - B [MalCoA + AcCoA] (4)

f beschreibt den Bruchteil Acylreste auf der
,»peripheren‘ SH-Gruppe. Acetyl-CoA und Malonyl-
CoA konkurrieren um die ,,zentrale’ SH-Gruppe [19],
so daf die maximale Malonatbeladung des Enzyms




Vol.10, No.2, 1969

und damit die maximal mogliche Kondensations-
geschwindigkeit auch bei Substratsittigung um den
Faktor [MalCoA]/[MalCoA + AcCoA] in Gleichung
(4) verkleinert wird.

Die Kombination von Gleichung (3), (4) und (2)
ergibt unter Substitution von o und § durch K und
K 7 (2) folgenden Ausdruck fiur die Wahrscheinlichkeit
der Produktbildung :

— 1

1 kK KK . [MalCOA] : (5)
T % Er [MalCoA 4 AcCoA]

Alle Acylreste hitten nach Gleichung (5) die
gleiche Wahrscheinlichkeit Produkt zu bilden. Das
Modell des Syntheseabbruchs muB aber eine Anderung
dieser Wahrscheinlichkeit mit wachsender Ketten-
linge beschreiben, mit anderen Worten, das Enzym-
system muB die Fahigkeit besitzen, verschieden lange
Alkanketten unterscheiden zu kénnen. Ein solches
Unterscheiden ist durch eine Wechselwirkung der
Alkanketten mit einer MeBstrecke moglich, wobei jede
durch Verlingerung hinzukommende Methylengruppe
zur freien Energie dieser Wechselwirkung einen
positiven oder negativen Betrag, je nach Wechsel-
wirkungsart (z.B. hydrophobe oder hydrophile) bei-
steuert. Fiir die folgende Betrachtung soll eine
hydrophobe Wechselwirkung an der Transferase
angenommen werden. Dann bewirkt das Energie-
inkrement AF pro CH,-Gruppe eine Verinderung
der Gleichgewichtskonstante Kz nach folgender
Gleichung:

c AF
KT B KOT . e_ mRT (6)

m beschreibt in Gleichung (6) die Zahl der in
Wechselwirkung tretenden CH,-Gruppen, AF das
Energieinkrement pro CH,-Gruppe. Mit Gleichung (6)
ergibt sich fiir die Wahrscheinlichkeit der Produkt-
bildung Ausdruck (7).

1
Wa= W AF ¢
14c-e—Fp
kx Kx [MalCoA] 7
¢~ %r Ky [MalCoA + AcCoA] '

Mit diesen Voraussetzungen lassen sich Produkt-
verteilungskurven fiir beliebige Energieinkremente
berechnen? (Fig.3).

2 _ o . _ ﬂ
Er=3—Grp = 1-wtp

3 Aus der Wahrscheinlichkeit W in (7) errechnet sich der
prozentuale Produktanteil (°/y P) der einzelnen Siuren in
folgender Weise:

%o Py = W, - 100

Ofg Py = W,-100- (1 — Wy)

%o By = Wa- 100 (1 — W3) - (1 — W)

Oy Pass = Wass - 10011 (1 — Wy).
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Mit einem Energieinkrement von etwa 1 keal pro
Methylengruppe wiirden in der hypothetischen End-
produktverteilung (Kurve I) nur noch die beiden
Séauren Cp und Cpp als Endprodukte auftreten, wih-
rend mit AF = —0,4 keal (Kurve II) ein breiteres
Produktspektrum zu erwarten wire. Das Maximum
bildet im Beispiel (Kurve I) die Saure Cpy,. Uber-
tragen auf die Fettsduresynthetase wiren also Cy

80 1 I

60.

Produkt (%)

20 4

Coz G Canz Chug
Kettenlange der Fettsaure
Fig.3. Mit Qleichung (7) berechnete Endproduktverteilungen
fiir zwei Energieinkremente AF. Kurve I: AF = —1,0 kecal
pro Methylengruppe, Kurve II: AF = —0,4kcal pro
Methylengruppe

100 1

60 1
1 X

40 1 %

Produkt (%)

20

4 .

C6 Cs¢ Co Co Cu Ci Cg Cxp
Kettenlange der Fettsaure

Fig.4. Prozentuale Verteilung der Endprodukte der Fettsiure-

synthese. x, Standardansatz (siehe exp. Teil); O, wie

Standardansatz, jedoch statt Acetyl-CoA 0,25 uMol Pro-
pionyl-CoA als ,,Starter‘‘ der Synthese eingesetzt

bzw. Cpi2 die Palmitin- bzw. Stearinsdure. Die der
Sédure Cpny1 entsprechende Margarinsdure kann als
ungeradzahlige Fettsdure unter Normalbedingungen
der Synthese nicht entstehen. Ersetzt man jedoch den
Starter Acetyl-CoA durch Propionyl-CoA, so wird
die homologe Reihe der ungeradzahligen Fettsiduren
im Synthesecyclus durchlaufen. Entsprechend der
theoretischen Kurve I in Fig.3 sollte Heptadecan-
sdure (Margarinsiure) als nahezu einziges End-
produkt synthetisiert werden. Die experimentelle
Produktverteilung in Fig.4 bestatigt diese Vorher-
sage.

Die Lage des Produktmaximums der theoreti-
schen Kurven wird durch die GroBe ¢ in Gleichung (7)
und das Einsetzen der Wechselwirkung zwischen
wachsender Alkankette und Transferaseprotein be-
stimmt.
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In der Produktanalyse wird fiir die Séuren Cg bis
C,s eine konstante Haufigkeit von durchschnittlich
1,49/, des Gesamtproduktes gemessen. In diesem
Kettenlingenbereich kann also die angenommene
Wechselwirkung noch nicht bestehen. Sie setzt erst
zwischen der Cy;- und C,,-Séure ein, wie man Fig.4
entnimmt, Mit dem experimentellen Wert von je
1,49/, fir C4—C,, und dem Fehlen einer Wechsel-
wirkung vereinfacht sich Gleichung (7) zu Gleichung
(8).

W8-12 == = 0,014. (8)

1
1+4c¢
Die GroBe c¢ fir die Fettsduresynthese unter

Standardbedingungen ist damit zu ¢ = ¢, == 70 ge-
geben. Optimale Ubereinstimmung von Experiment

100
& 801
B
3 60 1 Palmityl-Transferase
41
o 40 1
1 kondensierendes
20_ Enzym

02 04 06
Guanidin -HCl (M)

Fig.5. Hemmung der an der Abschlufreakiion beteiligten
Acyltransferase und des kondensierenden Enzyms durch
G idin HCL. O O, Hemmung der Transferase ; Inkuba-
tionsansatz siehe exp. Teil; @ o, Hemmung der Konden-
sation; der Inkubationsansatz enthielt im Volamen 0,3 ml:
50 uMol Tris pH 7,5; 2 pMol KHY CO, (4x10® Z./min);
5 uMol Cystein; 5 uMol EDTA; 0.15 uMol CoASH; 30 pMol
S-Acetacetyl-N-acetyleysteamin und die angegebene Menge
Guanidin - HCl. Start mit 0—80pg Enzym. Stop nach
10 min mit 0,2 ml Eisessig. Auftragen eines Aliquotes auf
Whatman I Papier und Bestimmung der sidurestabilen
Radioaktivitdt. Jeder MeBpunkt reprisentiert die durch eine
Enzymabhingigkeit mit 10, 20, 40 und 80 pg bestimmte
Aktivitdt in der Kondensation (1 E = 1 uMol CO, incorpo-
riert pro min)

und Theorie ergibt sich mit einem Inkrement der
Wechselwirkungsenergie pro Methylengruppe von
AF = —0,9 keal.

Experimentelle Priifung von Gleichung (7)

Eine Anderung der Gré8e ¢ in Gleichung (7) muf
eine Anderung des Produktanteiles der einzelnen
Fettsduren zur Folge haben. Dies kann etwa iiber
den Faktor kg/kr oder das Verhiltnis [MalCoA]/
[MalCoA + AcCoA] erreicht werden.

Beeinflussung des Geschwindigkeitsverhilinisses von
Kondensation und Ubertragung durch Guanidin - HCI.
Guadinin - HCl verursacht im Konzentrationsbereich
von 0—0,8 M eine zunehmende Verlangsamung der
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Fettsduresynthese am Multienzymkomplex. Fig.5
zeigt diese Abnahme far die kondensierende bzw.
transferierende Aktivitit. Fir eine Guanidin - HCl-
Konzentration von 0,6 M im Inkubationsansatz
sinkt in Fig.5 das relative Geschwindigkeitsverhalt-
nis der beiden Teilenzyme auf */;. Durch Vergleich
von Gleichung (2) und (7) ergibt sich unter diesen
Bedingungen fir ¢ ein neuer Wert von ¢ = 15 - ¢,.

50 A
40 1

20
10 1

| cw. rm_rm TH |
Ce Cio Cp Ciy Cie Cre

Produkt (%)

50
40
30 B
20 4
10 1

Cs Cp Cr Cu Cg Cig

Kettenlange der Fettsiure
Fig.6. Verschiebung der Endproduktverteilung durch Ver-
dnderung des Geschwindigkeitsverhdlinisses von Kondensa-
tions- und Ubertragungsreaktion. A: Normalverteilung des
Standardansatzes (siche exp. Teil). Weile Balken: berechnet
mit Gleichung (7) fiir ¢ = 70; schwarze Balken: experimentell
gefunden. B: Produktverteilung des Standardansatzes in
Gegenwart von 0,6 M Guanidin - HCl. Weille Balken: be-
rechnet mit Gleichung (7) fiir ¢ = 1/6 - 70; schwarze Balken:

experimentell gefunden

Fig.6B vergleicht die so berechnete mit der fiir diese
Bedingungen experimentell gefundenen Produkt-
verteilung. Gegenitber der Normalverteilung in
Fig.6 A verschiebt sich das Palmitin-Stearinsdure-
verhéltnis erheblich zugunsten der C4-Séure.

Variation des Faktors [MalCoA]/[MalCod +
AcCoA]. Eine zweite Moglichkeit der Beeinflussung
der Produktverhiltnisse bietet nach Gleichung (7)
die Fettsiuresynthese mit wechselnden relativen
Konzentrationen der Substrate Malonyl- und Acetyl-
CoA.

In Fig.7A wurde gegeniiber den Standardbedin-
gungen bei gleicher Malonyl-CoA-Konzentration die
Acetyl-CoA-Konzentration stark erniedrigt, so dafB3
der Faktor [MalCoA}/[MalCoA -+ AcCoA] statt des
Wertes 2/, fiir Standardbedingungen den Wert von
nahezu 1 annimmt und ¢ = 3/2 - ¢, wird. Eine kleine
und konstante Acetyl-CoA-Konzentration wird da-
durch erreicht, da man dem Inkubationsansatz
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Fig.7. Verschiebung der Endprodultverteilung durch wver-
schiedene Verhdiltnisse von [MalCoA]/[MalCoA + AcCod].
A: [MalCoA]/[MalCoA -+ AcCoA] ~ 1; wie Standardansatz,
jedoch ohne Acetyl-CoA; zusitzlich 2,6 mE Malonyl-CoA-
Decarboxylase. WeiBle Balken: berechnet mit Gleichung (7)
fir ¢ = 3/2 - 70; schwarze Balken: experimentell gefunden
B: [MalCoA]/[MalCoA 4 AcCoA] = 1/10; wie Standard-
ansatz, aber mit 4,5 uMol [1-“C]Acetyl-CoA (6 uC/uMol).
WeiBle Balken: berechnet mit Gleichung (7) fir ¢ = 1/6,5 -
70; schwarze Balken: experimentell gefunden

50 1
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10 1
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Kettenlange der Fettsaure

Fig.8. Verschiebung der Emdprodukiverteilung durch ver-
schiedene Verhdltnisse von [MalCoA]/[MalCoA + AcCoA]
in Geg t von Guanidin - HCl. A: Standardansatz wie
folgt variiert: 4,5pMol [1-1*C]Acetyl-CoA (6 uC/pnMol),
ferner 0,3 M Guanidin - HCl. WeiBe Balken: berechnet mit
Gleichung (7) fir ¢ = 1/2+1/6,5-70; schwarze Balken:
experimentell gefunden. B: wie A, nur in 0,6 M Guanidin -
HCl. WeiBe Balken: berechnet mit Gleichung (7) fiir ¢ =
1/6 - 1/6,5 - 70; schwarze Balken: experimentell gefunden
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limitierende Mengen Malonyl-CoA-Decarboxylase zu-
setzt, die das notwendige Acetyl-CoA nach

Malonyl-CoA — Acetyl-CoA + CO,

entstehen 18864,

Wihrend in Fig.7A die Stearinsiure das Haupt-
produkt bildet, wurde in Fig.7B durch einen ent-
sprechenden UberschuB Acetyl-CoA der TFaktor
[MalCoA]/[MalCoA + AcCoA] von 2/; auf 1/, (d. h.
¢ = 1/6,5 - ¢,) verindert und so der inverse Effekt
erreicht, d. h. die Synthese der kurzkettigen Sduren
stark begiinstigt (Fig.7B). Die experimentellen Werte
in Fig.7A und 7B stehen mit der Berechnung in
Ubereinstimmung.

Sinkt ¢ durch geeignete experimentelle Bedin-
gungen unter den Wert in Fig.7B, so 1aBt sich eine
weitere Zunahme des Anteiles der kurzkettigen Siu-
ren im Produkt erwarten. Fiir den Fall einer Kom-
bination der Versuchsbedingungen der Fig.6B mit
denen der Fig.7B nimmt ¢ den Wert ¢ = 1/6 - 6,5 - ¢,
an.

Im dazugehdrigen Experiment werden in 0,6 M
Guanidin-HCl mit einem [MalCoA]/[MalCoA -+
AcCoA]-Verhiltnis von 1/;, Fettsiuren synthetisiert.
Unter diesen Bedingungen sollen nur mehr geringe
Mengen Palmitin- und verschwindende Mengen
Stearinsiure als Endprodukt auftreten.

Fig.8B bestitigt experimentell diese Voraussage.

Synthese kurzkettiger Fettsiuren
bei Malonyl-Cod-Mangel

Sinkt die Malonyl-CoA-Konzentration unter den
Séattigungswert filr Synthetase, so wird die Konden-
sationsgeschwindigkeit beliebig verlangsamt. Mit
Acetyl-CoA als alleinigem Substrat kann die Ge-
schwindigkeit der Fettsduresynthese durch definierte
Mengen Acetyl-CoA-Carboxylase und die damit sich
einstellende Stationir-Konzentration an Malonyl-
CoA gesteuert werden.

Analog zu den oben geschilderten Versuchen wird
auch hier das Verhiltnis von Kondensations- und
Ubertragungsgeschwindigkeit und damit die GroBe ¢
beliebig verkleinert. Die Synthese kurzkettiger Siuren
ist die Folge. Fig.9 zeigt das Endproduktverhiltnis
eines solchen Inkubationsansatzes, in dem die Bil-
dungsgeschwindigkeit von Malonyl-CoA 1/, mal klei-
ner als der maximal mégliche Verbrauch durch die
eingesetzte Menge Fettsduresynthetase war.

p-Ketoacyl-CoA-Derivate als Syntheseprodukie

Durch das vorgeschlagene Modell wird die Ketten-
lingenspezifitdt der Fettsiuresynthetase in befriedi-
gender Weise erklirt. Das Modell kann auch das

4 Die verwendete Malonyl-CoA-Decarboxylase wurde aus
Fettsiuresynthetase durch Umsetzung mit Jodacetamid
nach [19] erhalten. Durch Jodacetamid werden die ,,peri-
pheren‘ SH-Gruppen alkyliert und damit die Fahigkeit des
Enzyms zur Fettsiuresynthese vernichtet.
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Kettenldnge der Fettsdure
Fig.9. Synthese kurzkettiger Fettsiuren durch Malonyl-CoA-
Mangel. Die Synthesegeschwindigkeit von Malonyl-CoA
durch Acetyl-CoA-Carboxylase betrug 1/56 des maximal
moglichen Verbrauchs durch die eingesetzte Fettsiure-
synthetase (siehe exp. Teil). Weile Balken: berechnet mit
Gleichung (7) fiir ¢ = 1/56 - 70; schwarze Balken: experi-
mentell gefunden
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Fig.10. Zusammenhang zwischen Fettsduresyntheseaktivitit

und kondensierender Teilaktivitat verschieden aktiver Feti-

sduresynthetaseprdparate. Kondensationstest wie in Fig.5;

Fettsauresynthetasetest: wie Standardtest (sieche exp. Teil)
zusitzlich 20 pMol Cystein

alleinige Auftreten der gesattigten Acyl-CoA-Ver-
bindungen als Endprodukte unter Normalbedingun-
gen erkldren. Frithere Versuche hatten gezeigt, daf3
der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Fett-
séuresynthese die Kondensationsreaktion ist [19].
Stellvertretend fiir diese Versuche zeigt Fig.10 den
Zusammenhang zwischen Gesamtaktivitdt und kon-
densierender Aktivitdt verschieden aktiver Fett-
sduresynthetasepraparate. Die beobachtete Propor-
tionalitdt wird fiir keine andere Teilaktivitit ge-
funden.

Ubertragen auf den Synthesecyclus am Multi-
enzymkomplex besitzt also nur der gesittigte Acyl-
rest eine hinreichend lange Lebensdauer, um Produkt
zu bilden. Nach einmal erfolgter Kondensation wird
der entstandene p-Ketosdurerest offensichtlich so
schnell wieder zum gesdttigten Acylrest umge-
wandelt, daB eine Ubertragung auf Coenzym A
nicht konkurrieren kann.

Diese Interpretation kommt ohne die Annahme
einer absoluten Spezifitit der Transferase fiir ge-

FKuropean J. Biochem.

Injektion

e
—
»
N

Fig.11. Radiogaschromatogramm der Endprodulkte in der
Fettsiiuresynthese limitiers durch die NADPH-Konzentration.
Standardansatz ohne NADPH, jedoch mit 240 mE Glucose-
6-phosphat-Dehydrogenase. Die NADPH-Synthese war
finfmal langsamer als der maximal mégliche Verbrauch
durch die eingesetzte Fettsiuresynthetase (siehe exp. Teil).
1) Laurinsduremethylester; 2) Myristinsduremethylester;
3) Palmitinsduremethylester; 4) Stearinsiuremethylester;
a) Methylundecylketon; b) Methyltridecylketon; c¢) Methyl-
pentadecylketon; §) 2-Hexadecenséuremethylester

sittigte Acylreste aus. Wenn sie richtig ist, muB es
moglich sein, auch die §-Keto-, 8-Hydroxy- oder «,f3-
ungesittigten Acyl-CoA als Endprodukte aufzu-
finden, sofern eine der entsprechenden Teilaktivitdten,
wie erste Reduktion, Dehydratation oder zweite
Reduktion verlangsamt werden kénnen. Dies ist fiir
die Reduktionen experimentell durch starke Er-
niedrigung der NADPH-Konzentration zuginglich.
Fillt diese unter den Wert der Enzymsittigung, so
werden die Reduktionsreaktionen zunehmend ver-
langsamt und schlieBlich geschwindigkeitsbestim-
mend. Dann sollte man f-Ketoacyl-CoA- und «,f3-
ungeséttigte Acyl-CoA-Verbindungen als Endpro-
dukte erwarten. Im Experiment in Fig.11 wurde die
Fettsduresynthetasereaktion mit einem NADPH-
erzeugenden System gekoppelt. Der Inkubations-
ansatz enthielt an Stelle von NADPH NADP+ sowie
Glucose-6-phosphat und limitierende Mengen Glu-
cose-6-phosphatdehydrogenase, so dall die NADPH-
Synthese etwa fiinfmal langsamer war alsder Maximal-
verbrauch durch die Fettsiuresynthetase.

Fig.11 zeigt die Erwartungen bestitigt: bei
milder alkalischer Verseifung des Inkubationsansat-
zes entstehen aus den §-Ketoacyl-CoA-Verbindungen
die freien B-Ketosduren, welche spontan unter De-
carboxylierung in die entsprechenden Methylketone
iibergehen:

0 0 0
I I S I
R—C—CH,—C—8CoA 22—, R ~C—CH,—C00®
0
I
->R—C—CH, + CO,.  (9)
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Die gaschromatographische Analyse .des auf-
gearbeiteten Reaktionsansatzes zeigt neben Palmi-
tin- und Stearinsdure den f-Ketostearyl-CoA-Ab-
kémmling Methylpentadecylketon und den g-Keto-
palmityl-CoA-Abkémmling Methyltridecylketon so-
wie die entsprechenden o,f-ungesittigten Siuren in
betrachtlichen Mengen.

Auch der Ersatz von NADPH durch NADH als
Coenzym der Fettsiuresynthetase verlangsamt die
Geschwindigkeit der Fettsiuresynthese. Die Unter-
suchung der Teilreaktionen mit Substratmodellen

a
1
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c) Ein Inkubationsansatz, der die vermuteten
f-Ketoacyl-CoA-Verbindungen enthielt, wurde nach
Verseifung mit den Tridgern Palmitin- und Stearin-
sdure sowie mit Methylundecyl-, Methyltridecyl- und
Methylpentadecylketon versetzt und ein Aliquot
nach Aufarbeitung und Veresterung gaschromato-
graphisch analysiert (Fig.13A). Der Restansatz
wurde mit Kaliumboranat reduziert. Dabei werden
die Ketone zu den entsprechenden Alkoholen um-
gesetzt, die Fettsduren bleiben unverindert. Nach
beendeter Reaktion wurde der Ansatz mit Diazo-

Fig.12. Radiogaschromatogramm der Endprodukte der Fettsiuresynthese mit NADH statt NADPH als Reduktionsmittel. Wie

Standardansatz (siehe exp. Teil), jedoch mit 1,2 uMol NADH und 1,3 uMol Malonyl-CoA. 1) Laurinsduremethylester;

2) Myristinsiuremethylester; 3) Palmitinsiuremethylester; 4) Stearinsduremethylester; a) Methylundecylketon; b) Methyl-
tridecylketon; c) Methylpentadecylketon

ergab, daB hierbei die erste Reduktion betroffen und
geschwindigkeitsbestimmend wird. Erwartungsgema
treten die f-Ketoacyl-CoA-Verbindungen zu mehr
als 509/, neben den gesittigten Acyl-CoA-Verbindun-
gen als Endprodukte auf (Fig.12).

Die Identitdt der Methylketone wurde auf fol-
genden unabhéngigen Wegen gesichert:

a) Das gaschromatographische Verhalten der
betreffenden radioaktiven Produkte wurde mit den
authentischen Methylketonen auf verschiedenen
Saulentypen verglichen. Sowohl auf 10%;igem
NPGS- wie auf 10°/,igem SE 30 als stationdrer Phase
verhalten sich die Radioaktivititsgipfel a), b) und ¢)
in Fig. 11 und 12 identisch den Methylketonen Methyl-
undecylketon, Methyltridecylketon und Methylpen-
tadecylketon.

b) Das radioaktive Material des Gipfels b) wurde
nach praparativer gaschromatographischer Isolierung
mit 20 mg Methyltridecylketon versetzt, welches an-
schlieBend in sein Semicarbazon tberfilhrt wurde.
Dieses wurde nacheinander aus 4 verschiedenen Lo-
sungsmitteln umkristallisiert. Die Tabelle zeigt, dag
die spezifische Radioaktivitdt auch nach der vierten
Kristallisation konstant blieb.

Tabelle. Umkristallisation des Semicarbazons des Methyl-
tridecylketons
Insgesamt eingesetzte Radioaktivitdt des Gipfels b) der
Fig.12: 150000 Imp./min

Aktivitat Losungsmittel
Imp./min X mg

1. Kristallisation 6100 Athanol

2. Kristallisation 5760 Athanol —Wasser
(2,5:1)

3. Kristallisation 6000 Dioxan

4. Kristallisation 5990 Essigsduremethyl-
ester

methan unter Bortrifluorid-Katalyse methyliert, um
die Alkohole in ihre Methyldther iiberzufiihren. Diese
haben auf der verwendeten NPGS-Siule wesentlich
kiirzere Retentionszeiten als die entsprechenden
Ketone (Fig.13B). Die Radioaktivititen der ver-
muteten Ketongipfel a), b) und ¢) verhalten sich bei
diesen Operationen identisch den Massengipfeln der
zugesetzten Trigerketone bzw. ihren entstandenen
Derivaten. Alle anderen Radioaktivitatsgipfel zeigen
dagegen keine Anderung ihrer Retentionszeiten.
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Fig.13. Identifizierung der Methylketone durch Radiogaschromatographie ihrer chemischen Umwandlungsprodukte. A: Vergleichs-

ansatz. B: A nach Reduktion mit Kaliumboranat und Methylierung mit Diazomethan unter Bortrifluorid-Katalyse. 3), 4),

a}, b), ¢), #) wie in Fig.11. a’) Methyldtherderivat aus Methylundecylketon; b’} Methyldtherderivat aus Methyltridecylketon;
¢’) Methylidtherderivat aus Methylpentadecylketon

Die Identitdt der 2-Hexadecensdure wurde eben-
falls durch gaschromatographischen Vergleich der
Radioaktivitdt des Gipfels § mit der authentischen
Verbindung gesichert (NPGS, SE 30 und Versamid).
Um ihre Identitdt auch durch einen chemischen
Abbau zu beweisen, wurde die radioaktive Substanz
des Gipfels f gaschromatographisch isoliert. Nach
Zusatz von 2-Hexadecensduremethylester wurde der
Ansatz einer Oxidation mit Kaliumpermanganat in
Aceton unterworfen. Die radiogaschromatographi-
sche Analyse lieferte erwartungsgemal [*4C]Myristin-
séure als Produkt.

DISKUSSION

Die Giltigkeit von Gleichung (7) wird durch die
verschiedenen Versuche iiber einen weiten Bereich
experimenteller Bedingungen gestiitzt. In ihrer
allgemeinsten Formulierung beschreibt sie den
Kettenabbruch der Fettsduresynthese durch folgende
zwei Prinzipien:

a) Das Geschwindigkeitsverhéltnis von Konden-
sations- und Ubertragungsreaktion bestimmt fiir alle
Acylreste die Wahrscheinlichkeit der Ubertragung
auf Coenzym A.

b) Ab einer Kettenlinge von 13 C-Atomen setzt
eine Wechselwirkung der Alkankette mit dem Enzym
ein. Die aus dieser Wechselwirkung resultierende freie
Energie AF beeinflut das Verhédltnis von Konden-
sations- und Ubertragungsgeschwindigkeit zugunsten
der Ubertragungsgeschwindigkeit oder zuungunsten
der Kondensationsgeschwindigkeit. Mit dem Er-

reichen einer Kettenlidnge von C,4 oder C,; ist dieses
Geschwindigkeitsverhiltnis unter Normalbedingun-
gen so verschoben, daBl ein Acylrest dieser Linge
minimale Wahrscheinlichkeit fir eine weitere Ver-
langerung hat.

In der Interpretation von Gleichung (7) sind fol-
gende Moglichkeiten der Beeinflussung des Geschwin-
digkeitsverhiltnisses durch die Wechselwirkungs-
energie denkbar:

a) Durch eine Wechselwirkung mit negativen AF
(z.B. hydrophobe Bindung) an der Transferase wird,
wie bereits gezeigt, mit wachsender Kettenldange das
Verhéltnis zugunsten der Ubertragungsgeschwindig-
keit verschoben.

b) Vollig identische Verhiltnisse ligen bei einer
Wechselwirkung mit positiven AF (z.B. hydrophile
»AbstoBung‘) am kondensierenden Enzym vor.
Hier wiirde das Gleichgewicht Kx beeinflufit und
durch das jetzt positive Inkrement der Wechsel-
wirkungsenergie ergdbe sich ein mit Gleichung (7)
identischer Ausdruck.

Das gefundene Energie-Inkrement von — 0.9 kcal
pro Methylengruppe lige groflenordnungsméfBig im
Bereich der von Nemethy und Scheraga [35] angege-
benen Werte fiir hydrophobe Wechselwirkungen.
Andererseits sprache das Ergebnis der Versuche von
Ayling, Fries und Lynen [29] fiir die zweite Moglich-
keit.

Das Modell begriindet: die Variation der Endpro-
dukte mit der Variation der Substrate Malonyl-CoA,
Acetyl-CoA und NADPH.
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Insbesondere erklirt es den Einflufl der Malonyl-
CoA-Konzentration auf die Kettenlinge der synthe-
tisierten Séduren, der zuerst von Lynen, Hopper-
Kessel und Eggerer mit reiner Fettsiuresynthetase
und von Bartley, Abraham und Chaikoff in Roh-
extrakten aus Brustdriisen gefunden wurde [1,30].
Diese Fahigkeit zur Synthese kurzkettiger Fett-
sduren, ibertragen auf die Synthese in vivo konnte
also durch Regulation der Acetyl-CoA-Carboxylase-
Aktivitdt ein spezifisch kurzkettige Fettsiuren pro-
duzierendes Enzymsystem vortduschen. Die Bedeu-
tung der Acetyl-CoA-Carboxylase-Aktivitit fiir die
Kettenldnge der gebildeten Fettsiuren wurde schon
frither von Smith und Dils, sowie Barthley, Abraham
und Chaikoff in Versuchen mit Extrakten aus lac-
tierenden Milchdriisen gefunden [30,31].

Weiter von Bedeutung fiir die Synthese iz vivo ist
der NADPH-Spiegel sowie das NADH/NADPH-
Konzentrationsverhéltnis. Je kleiner die NADPH-
Konzentration ist, desto stérker mufl eine Synthese
von f-Ketosiduren in den Vordergrund treten. Deren
Vorkommen in Glyceriden ist seit langem bekannt
[32—34]. Ferner machten [“C]Acetat-Einbau-Ver-
suche von Lawrence und Hawke wahrscheinlich, daB
diese §-Ketosduren nicht durch f-Oxidation geséttig-
ter Fettsiuren, sondern in einer de novo Synthese
gebildet werden [28]. Die geschilderten Versuche an
der Fettsiuresynthetase zeigen, dafl sie fiir diese
Synthese in der Zelle verantwortlich sein konnte.

Das Modell des Kettenabbruches der Fettsdure-
biosynthese wurde fiir den Enzymkomplex aus Hefe
abgeleitet. Da alle bekannten fettsduresynthetisie-
renden Systeme weitgehende Analogie aufweisen,
liegt der SchluB nahe, daf fiir sie, zumindest die
Multienzymkomplexe unter ihnen, derselbe Mecha-
nismus des Kettenabbruches gilt.
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