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#. Knoop') hat 1904 entdeckt, daBl der oxydative Abbau der
Fettsduren im lebenden Organismus in 3-Stellung erfolgt und un-
ter Abspaltung eines C,-Bruchstiicks zu der um zwei Kohlenstoff-
atome kiirzeren, und von neuem durch 3-Oxydation angreifba-
ren Fettsiure fithrt. Versuche mit Lebermitochondrien und
Bakterienextrakten, sowie auch die Anwendung von Isotopen auf
dieses Problem haben die Knoopsche Theorie in glinzender Weise
bestitigt und dariiber hinaus gezeigt, dall der gleiche C,-Korper,
dessen Abspaltung beim oxydativen Abbau zur Verkiirzung der
Fettsduremolekel fithrt, umgekehrt auch als Baustein den Aufbau
der Fettsduren in der lebendigen Substanz vermittelt und iden-

tisch mit der im Zuge des Kohlehydratabbaus gebildeten ,,akti-

vierten Essigsdure ist?).

Die vor zwei Jahren gelungenc Identifizierung der ,,aktivierten
Kssigsiure’’ als das der Klasse der Acylmercaptane angehirende
Acetyl-Coenzym A (Acetyl-CoA, CH3;—CO—S—Co£) fithrte un-
mittelbar zu folgender Vorstellung iiber den detaillierten Mecha-
nismus der B-Oxydation?s*): .
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Demnach durchliuft eine ,,aktivierte®, d. i. eine am Schwelel
des Coenzyms A gebundene Fettsdure einen vierstufigen
Cyklus unter Abgabe von vier Wasserstoff-Atomen neben einer
Motekel Acetyl-CoA, wobei die um zwei Kohlenstoffatome ver-
kiirzte Fettsiure — gebunden an Coenzym A — cntsteht. Diese
kann dann von neuem in den Kreisprozell einbezogen werden, bis
die ganze Kette der eingesetzten Fettsdnre in ,,aktivierte Essig-
saure’* mimgewandelt ist?). Im Falle der Stearinsdure mit 18 C-
Atomen mul} dieser Cyklus achtmal durchlaufen werden, unter
Freisetzung von 32 H-Atomen und der Bildung von 9 Acetyl-CoA
nach folgender Gleichung:

S2H CH,—CO—-S—CoA

Der Aufbau der Fettsduren aus ,aktivierter Essigsdure*
wird durch die Umkehrung des geschilderten Vorgangs bewerk-
stelligt.

Es ist nunmehr gelungen, unscre Vorstellung durch Nachweis
und Isolierung der Fermente ITI und IV experimentell zu unter-
bauen. Wir nennen sie entsprechend der von ihnen bevorzugt
ausgelosten chemischen Reaktionen [3-Keto-Hydrase und (3-Keto-
Thiolase, rdumen aber ein, daf man sic, da ihre Wirkung im Leben
reversibel ist, auch als 3-Oxy-Dehydrase und kondensierendes
Ferment des Fettstoffwechsels bezeichnen konnte.

B-Keto-Hydrase ist der Katalysator der reversiblen Reak-
tion (1). Wir haben gefunden, daf an Stelle von Acetacetyl-CoA
(R = (;3H300:5NsP,) auch das #dhnlich gebaute, synthetisch

CH 3—CO~CH,—-CO—~8—CH,—CH ,~NH—CO—CH,—R

leicht zugingliche S-Acetacetyl-N-acetyl-cysteamin®) (R = H)
vom Ferment umgesetzt wird, und haben auf dieser Reaktion
einen einfachen ,,optischen Test'‘ nach O. Warburg zur Isolierung
des Ferments aufgebaut (Bild 1). Das Verschwinden von DPN-H
wird bei 366 my, wo hydriertes Pyridin im Gegensatz zu Pyridin
starke Absorption zeigt, im Photometer ,,Eppendorf‘“ verfolgt.
In drei Reinigungsschritten: Alkohol-Fillung, Denaturierung von
inaktivem Eiweill bei 55° C und fraktionierte Ammonsulfat-Fil-
fung, liell sich die Hydrase aus Schafsleberextrakt bisher 300-fach
anreichern. Diese Protein-Fraktion zeigt Ansiitze zur Kristalli-
sation. Systematische Versuche am gereinigten Ferment ergaben,
dal die Testreaktion zwar reversibel ist, aber bei py = 7,35 und
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B-Keto-Thio]ase ge- Bild 1. Optischer Test auf g-Keto-
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lang in einem zusam-
mengesctzten optisehen
Test. So findet in einer
Mischung vonAcetyl-CoA

CH;—CO~CH,~CO~S—CoA + DPN—H + H+ =
CH ;—CH(OH)—CH,—CO—S—CoA + DPN*
(2) 2CH3~CO—S—CoA = CH,—CO—-CH,~-CO—S—C0A + HS5-CoA

1)

(3) 2 CH;-CO—-S—CoA + DPN-H -+ H*+ =

CH;~CH(OH)~CH,-CO—S—C0A + HS—CoA + DPN*7)

und DPN-1 erst dann Wasserstolf-Ubertragung statt,
wenn auller Hydrase noch eine zweite Protein-Fraktion
aus Schafsleber hinzugefiigt whd (Bild 2). Die in
dieser Fraktion enthaltene 3-Keto-Thiolase kondensiert
Acetyl-CoA in umkehrbarer Reaktion zu Acetacetyvl-CoA
(Gleichung 2), das dann von der Hydrase gebunden
und durch den Wasserstoff des DPN-H zu (3-Oxybutyryl-CoA
reduziert wird. Den Reaktionsablauf gibt die Bilanzgleichung (3)
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Bild 2

Bildung von g-Oxybutyryl-CoA
0,35 uMol Acetyl-CoA, 0,13 Mol DPN-H in 1,7 ccm m/15-Phosphat,
py 6.31. Nach 1 Min, 20 y Hydraseprotein, nach 6 Min. 0,5 mg Thio-
laseprotein, nach 28 Min, 0,055 ¢m?® n-KOH =zugesetzt. Ordinate:
Extinktion bei 366 mu; @ = 1 cm.

wieder. Es stellt sich ein Gleichgewicht ein, das bei py = 7,1
auf der Seite von Acetyl-CoA und DPN-H liegt, weil Reaktion (2)
fast vollstindig in der Richtung der Acetyl-CoA-Bildung, d. h.
der Thiolyse verlduft. _

Die nach Bilanzgleichung (3), entsprechend der Eutstehung von
B-Oxybutyryl-CoA, frei werdenden SH-Gruppen wurden nachge-
wiesen, cbenso wic die Beteiligung von H* an der Reaktion.
Stumpft man nimlich einen auf pyy = 6,3 gepulferten Ansatz, wo
wegen der relativ hohen Ht-Konzentration die Bildung von
B-Oxybutyryl-CoA begiinstigt ist, durch Zugabe von Kalilauge
nachtriglich ab, dann reagieren die in der ersten Phase gebildeten
B-Oxybutyryl-CoA und DPN* zum Teil wieder zuriick (Bild 2).

Wird B-Oxybutyryl-CoA, das sieh durch p-Kresol dem
»sauren® Reaktionsansatz entziehen laBt, mit Hydroxylamin in-
kubiert, so entsteht 8-Oxybutyr-hydroxamsiure, die sich papier-
chromatographisch einwandirei identifizieren lief (Rp-Wert in
wilrigem Butanol: 0,29). Andererseits liefert die bei py = 9,05
in groferem Umifang verlaufende Umsetzung mit DPN+in Gegen-
wart von [3-Keto-Hydrase Acetacetyl-CoA, wie man am Auf-
treten der den alkalischen l.6sungen von Thioestern der Acetessig-
sdure eigenen Absorptionsbande bei 303 myu erkennen kann. Da-
mit ist nunmehr dieses zentrale, aueh im Hinblick auf die Ent-
stehung der Ketonkorper, Sterine und Terpene®) bedeutungs-
volle Zwischenglied des Fettstoffwechsels iiber Acetyl-CoA und
B-Oxybutyryl-CoA praparativ zuginglich.

Eingeg. am 22. November 1952 [Z 51]

DPN—-H = Hydro-cozymase, DPN+ = Cozymase,

,7),
8) F. Lynen, Vortrag in Freiburg am 16. 11. 1951.
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