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ZUSAMMENFASSUNG

Die von WALDVOGEL %) ausgearbeitete Vorschrift zur Isolierung der
e-Oxydoreduktase aus Schweineleber wurde iberpriift und fiir die Ge-
winnung des Enzyms in priparativem Masstab wesentlich abgeéindert.

Aus einem Ansatz gelang es, innerhalb von 8 - 10 Tagen, je nach Enzym-
gehalt der Leber, zwischen 50 und 200 mg des reinen Enzyms zu er-
halten.

Das gereinigte Enzympriparat verhielt sich bei der Analyse mit der Disk-
Elektrophorese und der Ultrazentrifuge als einheitliches Protein, welches

mindestens 95 % rein war.

Stabilitéitsuntersuchungen zeigten, dass neben dem pH (WALDVOGELs))
vor allem die Proteinkonzentration, die Pufferkonzentration und das Vor-
handensein von Dithiothreitol fiir die Erhaltung der Aktivitit sehr wichtig
sind. Es wurde eine Methode entwickelt, welche eine zweimonatige Auf-
bewahrung des Enzyms ohne Aktivitiitsverlust erlaubt.

Die Charakterisierung des Enzyms als Fettsiuresynthetase der Schweine-
leber gelang durch den Nachweis, dass 1. NADPH durch das Modellsub-
strat S-Acetoacetyl-N-acetylcysteamin einerseits und die natiirlichen Sub-
strate Acetyl-CoA und Malonyl-CoA anderseits mit den filir Fettsduresyn-
thetasen typischen Reaktionsgeschwindigkeiten oxydiert wird und 2. die
synthetisierten Fettsduren Palmitin- und Stearinsiure 14C enthalten, wenn
1-14C-Acety1-CoA und nicht markiertes Malonyl-CoA als Substrate ver-

wendet werden.

Die e-Oxydoreduktase-Aktivitiit konnte, wie urspriinglich angenommen, der
8 -Ketoacylenzym -Reduktase innerhalb des Fettsiuresynthetase-Komplexes

zugeschrieben werden, da 1. die e-Oxydoreduktase- und die Fettsiuresynthe-

tase-Aktivitit durch keine der verwendeten chromatographischen Methoden
aufgetrennt wurden und 2. das Modellsubstrat S-Acetoacetyl-N-acetylcyste-
amin mit einer Reaktionsgeschwindigkeit reduziert wird, welche mit der

bei der Fettsiuresynthetase aus Heie17) beobachteten vergleichbar ist.
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Die maximalen Geschwindigkeiten und die Michaelis-Konstanten von ver-
schiedenen aliphatischen und alicyclischen Carbonylverbindungen wurden
bestimmt, Aus einer vergleichenden Betrachtung dieser Konstanten ge-
lang es, eine Aussage iiber die Topographie der aktiven Stelle zu machen.

Die kinetische Analyse der Fettsiuresynthese ergab, dass hohe Acetyl-
CoA-Konzentrationen eine Substratinhibition verursachen, welche mit
Malonyl~CoA nicht beobachtet wird.

Bei der Untersuchung des Einflusses der Palmityl-CoA-Konzentration auf
die Geschwindigkeit sowohl der e-Oxydoreduktase- als auch der Fettsiiure-
synthetase-Reaktion gelang es, fiir die Enzym- und die Palmityl-CoA-~
Konzentration Grenzen festzulegen, innerhalb welcher eine Inhibition von
einheitlichem Typus stattfindet, Ausserhalb dieser Grenzen kommt zusitz-
lich eine nicht definierbare Inhibition zustande.

Versuche mit (9R)-trans-Dekalindion-(1,4) als Substrat und Palmityl-CoA
als Imhibitor zeigten, dass die Inhibition in bezug auf die e-Oxydoreduk-
tase-Aktivitit gemischt kompetitiv-nicht kompetitiv ist. Daraus liess sich
fiir Palmityl-CoA eine Imhibitionskonstante ermitteln.



