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p, Kizoop')  hat  1904 entdeckt, daO der osydat i re  Abbau der 
Fettsiuren i m  lebenden Organismus in P-Stellung erfolgt und uu- 
ter Abspaltung eines C,-Hruchstiicks zu der um zwei Kohlenstoff- 
atome kiirzeren, und von neuem durch P-Oxydation angreifba- 
ren Fettsaure fiihrt. Versuche mit Lebermitochondrien und 
Hakterienextrakten, sowie auch die Anwendung von Isotopen auf 
diescs Problem haben die Knoopsche Theorie in glanzender Weise 
bestatigt und dariibei hinaus gezeigt, daB der gleiche C,-Korper, 
(lessen Abspaltung beim oxydativen Abbau zur Verkiirzung der 
Fettsauremolckel fiihrt, umgekehrt auch al i  Baustein den Aufbau 
der Fettsauren in der lebendigen Substanz vermittelt und iden- 
tisch mit der  im Zuge des Kohlehydratabbaiis gebildeteu ,,akti- 
viertrn Eseipsaure" ist2). 

Die vor zwei J abren gelungene Identifizierung der ,,aktivierteu 
l$asigsiure" als das der Klasse der Acylmercaptane angehiirende 
:\cetyl-Coenzym A (Acetyl-CoA, CH,-CO-S-Cob) fiihrte un-  
irrittelhar zu folgender Vorstellung iiber den detaillierten Mecha- 
nisirliis der P - O s y d a t i o ~ P r ~ ) :  . 

uiid L U I S  T R A L; D R U E F F  

bei Einsatz iiquivalen- 
ter Mengen DPN-H r;nd 
dce tace ty lverb indung 
zu 95:; in der Rich- 
tung der Hydrierung der 
Ace t ace ty lverb indung 
verliiuft. Im ubrigenrea- 
giekt die Hydrase n u r .  
init an Schwefel gebun- 
dener Acetessigsaure: 
fieie Acetessigsaure oder 
Acetessigsaure - P t h y l -  
ester werden von ihr 
nioht umgesetzt. 

Der N a c h w e i s  d e r  
P -  Ke t o -T h i o l a s e  ge- 
lang in einem zusarn- 
mengesctzten optischeu 
Test. So findet in einer 
Mischung ronAcet1-1-CoA 
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Bild I Optischer Test auf p-yeto-  
Hydrase. 5 uMol S-Acetacetyl-N-ace- 
tyl-cysteamin, 0,13 pMol DPN-H in 
2 ern? m/40-Pyrophosphat p 2  .7,4; 
25O. Auf der  Ordinate ist d;e x tmk-  
t ionsabnahme bei 366mp atifgetragen; 

d 1 cm 

( I )  CHd-CO-CH,-CO-S-CoA DPN-H + H +  + 
CH3-CH(OH)-CH2-CO-S-CoA i D P N f  

(2) 2 CH,-CO-S-CoA + CH,-CO-CH,--CO-S-CoA i HS-CoA 

(3) 2 CH,-CO-S-COA DPN--H H +  G 

~~ 

-CH,-CH ~ C H -CO-S -CO A CH3-CH(OH)-CH2-CO-S-COA i HS-COA r D P N +  ') -2H-  \ 
-CH,-CH,-C~I,-CO-S-C(IA , + H ~ , )  

A -H,O 11 t H , O  ( 1 1 )  
und UI'h-11 erht dann IVasserstoff-1 b e r t r q u u g  statt,  
wenn aulJer A> d raw noch eine zwc~te  Protein-Fiaktion 

- 2 H  11 -2H (111) au8 SchaEslebei hinzugefugt wild (Bild 2 ) .  Die in  
\-HHS-coA CH, CO CH,-CO-S-COA diescr Fraktion enthaltene 3-Keto-Thiolase kondensiert 

-CH~-CH(oH)-CH~~Co-S-cOA 
9 

-CH,-CO -S-Co+ 

CH,-CO -s-coAC + HS-COZ ( I v )  

I)rmnacli durcliliuft eine ,,aktiviertc", d. i. eiiic a m  Schwelr~l 
dos Coenzynis A gebundene Fett,saure eineri v i e r s t u f i g e n  
C y k l u s  unter Abgabc 7-on vier Wasserst-off-Atonren neben eiiicr 
Wolekel Acetyl-CoA, wobei die um zwei Kohlenstoffatome yer- 
kiirzte Fett,saure - gcbundcn a n  Coenzym A - entsteht. Kese  
kann dann von neuem in den KreisprozeD einbezogen worden, bis 
die ganze Ket te  der eingesctzten lqettsaure in ,,aktivierte Essig- 
s iure"  iinigewandelt ist5). Im Falle der Stearinsaure mit 18 C- 
htomen inuC dieser Cyklus achtmal durchlanfen worden, unter 
Freisetzung von 32 11-Atornen und drr  nildung von 9 Acetyl-CoA 
naoh folgender Gleichiing: 

-32 H C,7H3zCO--S-CoA - 8 HS-COA - 8 H,O -+ 9 CH,-CO-S-CoA 

I)er A u f b a u  d e r  F e t t s a u r e n  atis ,,aktivierter Essipsaure" 
wird durch die Umkehrung des geschilderten Vorgangs bcwerk- 
stelligt. 

Es ist nunmehr gelungen, unsere Vorstellung durch Naclrweis 
und Isolierung der  Ferrnente I11 und IV experimentell zu unter- 
bauen. Wir nennen sie entsprecherid dcr von ihnen bevorzugt 
ausgeliisten ohemisohen Reaktionen P-Keto-Hydrase und P-Keto- 
Thiolase, raumen aber ein, daB man sic, da ihre U'irkung im Leben 
reversibel ist, auch als P-Oxy-Dehydrase und kondensierendes 
Ferment des E'ettstoffweohsels bezeichnen kijnnte. 

( I - K e t o - H y d r a s e  ist der Katalysator der reversiblen Reak- 
tion ( 1 ) .  Wir haben gefnnden, daU an Stelle von Acetacetyl-CoA 
i R  -= C ,  R113001RNOP3) aueh das Bhnlich gebaute, synthntisrh 

CH,-CO-CH,-CO-S-CH,-CH~-NH-CH,-R 

leicht zuginqliche S-Aoetacetyl-N-acetyl-cysteamin6) (1% = H )  
vorn Ferment umgesetzt wird, und haben auf dieser Reaktion 
einen einfachon ,,optisohen Test" naeh 0. Warburg zur Isolierung 
des Ferments aufgebaut (Bild 1). Das Verschwinden von DPN-H 
wird bei 366 mp, wo hydriertes Pyridin im Gegensatz zu Pyridin 
starke Absorption zeigt, im Photometer ,,Eppendorf" verfolgt. 
In  drei Reinigungsschritten: Alkohol-Fallung, Denaturierung von 
inaktivem Eineif3 hei 55" C und fraktionierte Ammonsulfat-Fal- 
lung, lief3 sich die Hydrase aus Schafsleberextrakt bisher 300-fach 
anreichern. Diese Protein-Fraktion zeigt Aiisatze znr Kristalli- 
sation. Systematisohe Versuche am gereinigten Ferment ergaben, 
daG die Testreaktion zwar reversibel ist, aber br i  p~ = 7,35 und 

' )  Beitr. chem. Physiol. Pathol. 6, 150 [1904]. 
') Vgl. Zusammenfassung: C. Marfius u. F. Lynen, Adv. Enzymol. 

10 167 [1950]. 
') F.'Lynen u. E.  Reicherf, diese Ztschr. 6 3 ,  47 [1951]; Liebigs 

Ann. Chem. 574 I [1951]. 
') Diese Ztschr. f3i, 490 [1951]. 
j) Im Falle einer normalen paarzahligen Fettsaure. 
O )  G. Vocelrnann, Unveroffentl. Versuche. 

Acetyl-CoA in uinkehrbarer 'Reaktion zu Acetacetyl-CoA 
(Gleichunq a ) ,  das dann \-on der Hydrase gebunden 

und tlurch den Wasserstoff de4 DPS-€1 zu ?-Oxybutyryl-CoA 
reduziert wird. Den Resktionsablauf cibt dir Rilanzqlrichunq ( 3 )  
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Bild 2 
Bildung von 8-Oxybutyryl-CoA 

0 35 pMol Acetyl-CoA 0 13  ~ M o l  DPN-H in 1 7 ccm m '15-Phosphat GH 6.31. Nach 1 Min.'2dy Hydraseprotein n&h 6 Min: 0 5 mg Thio; 
laseprotein, nach 28 Min. 0,055 cm3 n-K'OH zugesetzt.' Ordinate: 

Extinktion be1 366 rnp; d ~ 1 cm. 

-min 

wieder. Es stellt sich ein Gleichqwichl ein, das bei p H  = ;,1 
auf der Soite von Acetj-1-CoA nnd DPN-II  liegt, weil Reaktion (2)  
fast vollstandig in der Riehtung drr  Acetyl-CoA-Bildung, d. h. 
dcr T h i o l y s e  verlauft. 

Die nach Bilanzgleichung (3) ,  entsprechend der Entstehunq \-on 
P-Oxybutyryl-CoA, frei werdenden SH- Gruppen wurden nachxc- 
wiesen, ebenso wie die Reteiligung van I€+ an der Reaktion. 
Stumpft man namlich einen auf p~ = 6,s gopufferten Bnsatz, wo 
wegen der relativ holien I%+-Konzentration die nildung von 
P-Oxybutyryl-CoA begiinstigt ist, durch Znga.bo r o n  Kalilauge 
nachtraglich ab, dann reagicren d ie  in der eraten Phase gebildebn 
(3-Oxybutyryl-CoA und DPN+ zuni l'eil wiedcr zwiick (Bild 2) .  

Wird P - O x y b u t y i y l - C o A ,  das sich dumb p-Kresol dent 
,,sauren" Reaktionsansatz ent,zieheii h o t ,  mit Hydroxylamirr in- 
kubiert, so entsteht P-Oxybutyr-hydroxamsaure, die sieh papier- 
ohromatographisch cinwandfrei idrntifizieren lid$ ( RF-Wert in 
waDrigem Hntanol: 0,29). Andererseits liefert die bei pH = 9,05 
in groOerem Unifang yerlaufendc Unisetzung mit DPN+ in Gegen- 
wart von P-Keto-Hydrase A c e t a e e t y l - C o n ,  wie man a m  huf-  
treten der den alkalischcn 1,osungen \'on Thioestern der Aeetessig- 
silure eigenen Absorptionsbande bei 303 m p  erkennen kann. na- 
mit ist nunniehr dieses zentrale, auch im Hinbliek auf die Ent- 
stehnng der Ketonkorper, Sterine und Terpenes) bedeutungs- 
volle Zwisehenglied des Fcttstoffwechsels iiber Acetyl-CoA und 
P-Oxybutyryl-CoA praparativ zuganglich. 

Eingeg. a m  22. November 1952 [ Z  511 
~ 

7 ,  DPN-H = Hydro-cozymase, DPNf  = Cozymase. 
R ,  F. Lynen, Vortrag in Freiburg am 16. 1 1 .  1951. 
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