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Das Ziel der Arbeit war die spezifische Funktion der Langketten-Acyl-CoA-Synthetase-3 im 

Fettsäuremetabolismus zu untersuchen. Das Enzym gehört zur Gruppe der Acyl-CoA-

Synthetasen, von denen 26 verschiedene Subtypen existieren. Es können mehrere 

gleichzeitig in zelltypspezifischer Zusammensetzung exprimiert werden. Alle Typen 

katalysieren eine Veresterung von höherkettigen Fettsäuren mit CoA, weisen zum Teil aber 

unterschiedliche Substrataffinitäten auf. Die Redundanz der Enzyme wirft die Frage auf, ob 

und in welcher Weise die einzelnen Enzymsubtypen unterschiedliche Funktionen im 

Gesamtfettsäuremetabolismus übernehmen. 

In diesem Projekt wurde dazu ACSL3 mit anderen Typen der Long-Chain- und der Very-Long-

Chain-Fatty-Acid-Acyl-CoA-Synthetase-Subgruppe verglichen. Im Mittelpunkt der 

Untersuchung standen dabei 5 Zelllinien, die mittels stabiler retroviraler Transduktion genetisch 

verändert wurden: In je einer Zelllinie wurden die Enzyme FATP4 oder ACSL1 überexprimiert. 

Durch Transduktion einer small-hairpin-RNA-Interferenz wurde eine ACSL3-Knockdownzelle 

produziert. Bei dieser wurde dann in einer zweiten Transduktion versucht, den Enzymverlust 

durch eine Überexpression von FATP4 und ACSL1 zu komplementieren. Diese Zellen wurden 

als Rescuezelllinien bezeichnet. Als Ausgangszellen wurden COS-7-Zellen 

(Nierenparenchymzellen der grünen Meerkatze) verwendet. Die Effizienz der Transduktion 

wurde durch Western Blots, Bestimmung der Acyl-CoA-Synthetasengesamtaktivität und 

Antikörpermarkierung mit anschließender Immunfluoreszenz evaluiert. Die Messungen zeigten, 

dass für alle Zelllinien die Transduktion erfolgreich durchgeführt werden konnte. Die Acyl-

CoA-Synthetase 3 erwies sich dabei als der dominierende Subtyp in COS-7-Zellen. Das Enzym 

konnte für 93 % der ACS-Gesamtaktivität verantwortlich gemacht werden. Der Knockdown 

erzielte eine Effizienz von 85 %.  

Zur Untersuchung des Stoffwechselverhaltens wurde die Inkorporation von radioaktiv 

markiertem Oleat nach 24 h in lebende Zellen gemessen. Mittels Folchextraktion wurden die 

Lipide der Zellen extrahiert und per Dünnschichtchromatographie in die einzelnen Fraktionen 

aufgetrennt. Eine quantitative Bewertung der Lipidklassen erfolgte durch einen 

Phosphorimager. Für den ACSL3-Knockdown zeigte sich eine signifikante Reduktion der 

Oleataufnahme von 50 %. Während die absolute Menge an metabolisierten Phospholipiden in 



etwa gleich blieb, ließ sich eine Reduktion der Triglyceridfraktion messen. Daraus lässt sich 

schließen, dass ACSL3 in die Aufnahme von Oleat und Synthese von Triglyceriden involviert 

ist. 

Aufgrund der verminderten Oleataufnahme der ACSL3-Knockdown-Zellen könnte ein 

vermindertes Nährstoffangebot angenommen werden. Dies hatte aber keinen Einfluss auf die 

Wachstumsgeschwindigkeit. Als mögliche Erklärung hierfür wurde mit Hilfe eines Acetat-

Assays eine Hochregulation der Fettsäuresynthase (88 %) identifiziert. Sie synthetisiert 

Fettsäuren de novo aus Acetat. Es zeigte sich, dass im Vergleich zur Kontrollzelllinie vor 

allem vermehrt Phospholipide synthetisiert wurden. 

Lipide können intrazellulär in Lipidtröpfchen gespeichert werden. Um deren Bildung zu 

beobachten wurden Zellen auf Coverslips mit Oleat inkubiert, fixiert, gefärbt und 

mikroskopiert. Die ACSL3-Knockdown-Zelllinie wies eine Reduktion der Anzahl und 

Größe der Lipidtröpfchen auf. 

Durch Immunfluoreszenzmikroskopie wurden unterschiedliche Lokalisationen der Enzyme 

beobachtet. ACSL3 und FATP4 können auf dem Endoplasmatischen Retikulum, ASCL3 

zusätzlich auf Lipidtröpfchen und ACSL1 nur auf den Mitochondrien gefunden werden. Die 

Lokalisation ließ sich mit unterschiedlichen Funktionen korrelieren. FATP4 konnte die 

Funktion von ACSL3 in Bezug auf die Bildung von Lipidtröpfchen und die Oleataufnahme 

vollständig komplementieren. Die reine Überexpression von ACSL1 führte zwar zu einer 

vermehrten Aufnahme von Oleat und Bildung von Lipidtröpchen, bei einem zusätzlichen 

Knockdown von ACSL3 wurde aber keine vermehrte Oleataufnahme festgestellt. Das legt die 

Überlegung nahe, dass ACSL1 bei einer Überexpression indirekt zu einem vermehrten 

Lipidtröpfchenaufbau beiträgt, selber aber wegen seiner mitochondrialen Lage nicht an der 

Oleataufnahme beteiligt ist. Die Ergebnisse stehen im Einklang mit der Kanalisierungstheorie. 

Danach schleusen die unterschiedlichen Acyl-CoA-Synthetasen Fettsäuren in unterschiedliche 

Stoffwechselwege ein zum Beispiel zur Speicherung in Lipidtröpfchen oder zur 

Energiegewinnung in die β-Oxidation. 

Trotz der hier dargestellten Ergebnisse bleiben große Teile des Fettstoffwechsels nach wie 

vor unverstanden und erfordern im Hinblick auf den Einfluss auf mehrere Volkskrankheiten 

weitere Erforschung. Insbesondere die Frage nach der spezifischen Funktion des ACSL1-

Enzym resultiert aus den dargestellten Ergebnissen. 


