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Der Stoffwechsel der ungesiittigten Fettsiuren, VI!
Zur B-Oxydation der Mono- und Polyenfettsiduren

Untersuchungen in vivo und in vitro mit [*H, ¥*C]-und
[1-*C]-markierten Mono- und Polyenfettsiuren*
Yon
‘Wilhelm Stoffel und Hans-Gerd Schiefer

Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Kdln
(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Februar 1965)

Bei unseren Untersuchungen!-? {iber die enzymatischen Reaktionen
bei der f-Oxydation der ungesittigten Fettsiuren in Mitochondrien
erhob sich die Frage, ob Mono- und Polyenfettsiuren mit der gleichen
Geschwindigkeit wie gesittigte Fettsiuren abgebaut werden oder ob
die Doppelbindungen dieser Verbindungen die Oxydation beeinflussen.

Versuche von Mead und Mitarbeitern* hatten ergeben, daB bei Fiitterung von
[1-¥C]-markierter Stearin-, Ol- und Linolsaure unterschiedliche Mengen *CO, in der
Exspirationsluft auftraten. Bernhard und Mitarbeiter® verglichen die Oxydations-
geschwindigkeiten von uniform markierter Ol-, Linol- und y-Linolensiure nach
Verfiitterung an fettfrei ernihrte Ratten und fanden, daB die Zahl der Doppel-
bindungen offenbar keinen EinfluB auf die Geschwindigkeit des Abbaus der un-
gesittigten Fettsiuren ausiibte. Fredrickson und Mitarbeiter® beobachteten
vergleichbare Halbwertszeiten von [1-4C]Palmitinsiure und [1-*C]Linolsiure,
die sie in Chylomikronen eingebaut oder als Fettsiure-Albumin-Komplex intra-
venis an Patienten verabreichten. Klenk? fand, daB auch am Methylende mar-
kierte Polyenfettsiuren zu einem grofien Teil innerhalb von 12—24 Stdn. nach
Verfiitterung von der Ratte abgebaut werden,

Die vorliegende Arbeit soll die Frage kliren, ob man aus der Mes-
sung des abgeatmeten 1CO, in vivo auf die Oxydation des ganzen Fett-
siuremolekiils schlieffen kann. In Erginzung zu fritheren Untersuchungen
sollen dann Versuche mit Rattenlebermitochondrien an einer grdfleren
Anzahl von [1-YCJ-markierten Polyenfettsiuren das Ausmal} des Ab-
baus in vitro erfassen; die Schwierigkeiten bei der Auswertung von

* Verwendete Abkiirzungen: CoA = Coenzym A; NAD® = Nicotinamid-
adénin-dinucleotid ; AMP = Adenosinmonophosphat; ATP = Adenosintriphosphat.
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Fiitterungsversuchen (verschiedene Tierstimme; Unterschiede in Er-
nihrungszustand und Resorptionsgeschwindigkeiten) lassen sich durch
Versuche in vitro unter identischen Bedingungen vermeiden.

Versuche in vivo mit doppelt [3H, “C]-markierten Fettsduren

Immer wieder wird im Zusammenhang mit der Biosynthese und der
Oxydation der langkettigen geséttigten und ungesittigten Fettsiuren
die Moglichkeit eines partiellen Abbaus des Carboxylendes mit an-
schlieBender Kettenverlingerung diskutiert. Versuche mit allein am
Carboxylende oder allein am Methylende markierten Fettsiuren kénnen
diese Frage nicht beantworten. So wiirden bei [1-14C]-markierten Fett-
siuren Umbauvorginge am Carboxylende zur Bildung von 1CO, fithren
und eine vollstindige Oxydation des Fettsiuremolekiils vortauschen.
Uniform oder allein am Methylende markierte Fettsiuren wiirden den
moglichen partiellen Ab- und Wiederaufban des Fettsiuremolekiils
ebenfalls nicht erkennen lassen. Verfattert man jedoch doppelt [*H, “C]-
markierte Fettsiuren, so sollte das Verhiltnis *H/"C der nach lingerer
Zeit aus den Leberlipoiden wieder isolierten verfiitterten Fettsiure und
der von ihr abgeleiteten Fettsiuren Aufschlufl dariiber geben konnen,
ob die spezifische Aktivitit der Carboxylgruppe durch partiellen Ab-
und Wiederaufbau des Fettsiduremolekiils verdiinnt wurde.
Die ungesiittigten Fettsiuren mit den in den Strukturformeln an-
gegebenen Markierungen (T = 3H) wurden nach frither von uns aus-
gearbeiteten Methoden® ® fiir diese Untersuchungen synthetisiert.
[3H, *C]Stearinsiure wurde durch katalytische Hydrierung der Linol-
siure dargestellt.
HCT, - CT, - [CH,), - [CH, - CH:CH], - [CH, ], - “CO,H
Arachidonsiure

HCT, - CT, - [CH,), - [CH, - CH:CH], - (CH,], - “CO,H
Linolsiure

HCT, - CT, - [CH,],; - CO,H
Stearinsiure

Die Versuchstiere wurden 15 Stdn. nach der Verfiitterung der mar-
kierten Fettsiure getotot. Die wihrend dieser Zeit abgeatmeten Mengen
an C-Aktivitit betrugen bei der Arachidonsiiure 229, bei Linolsiure
26%, und bei Stearinsidure 209, Die Aufarbeitung des Gesamtlipoid-
extraktes der Leber ist im Versuchsteil beschrieben. Die Methylester
der Fettsiuren nach Verfiitterung von [*H,YC]Arachidon- und -Linol-
siiure wurden durch Diinnschichtchromatographie auf Silbernitrat-
Kieselgel-Schichten 1 getrennt und nach Goldrick und Hirsch? iso-
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? W. Stoffel, Liebigs Ann. Chem. 673, 26 [1964].
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liert. Die Arachidonsiure war gaschromatographisch rein. Die Linol-
sdure, die noch Spuren von REicosadien-(11.14).séiure enthielt, wurde
durch préparative Gaschromatographie gereinigt. Nach Verfiitterung
von doppelt markierter Stearinsiure wurde das Gesamtestergemisch
tiber die Quecksilberaddukte!? in gesattigte, Monoen- und Polyen-Fett-
siuren getrennt; durch priparative Gaschromatographie wurden aus
der Fraktion der gesiittigten Fettsiure-methylester reine Stearinsiure
und aus der Monoensiurefraktion reine Olsiiure isoliert.

Das Verhiiltnis *H{"C der aus der Leber isolierten verfiitterten Aus-
gangssiure und der aus dieser abgeleiteten Fettsiure (im Versuch mit
Arachidonsiiure: Arachidonséure; mit Linolsiure : Linol- und Arachidon-
sdure; mit Stearinsiure: Stearin- und Olsdure) wurde bei den Versuchen
mit Linol- und Arachidonsiure auf dreifache Weise bestimmt: 1. dureh
Messung der Radioaktivitéiten der reinen isolierten Fettsiure-methyl.
ester; 2. durch Dauben-Abbau®™ nach katalytischer Hydrierung der
freien Siure und Messung der spezifischen Altivitdten der dabei an-
fallenden [YC]Benzoesiiure und der [*H]Nonadecan- bzw. -Heptadecan-
saure; 3. durch Bestimmung der spezifischen Aktivititen der 14C-mar-
kierten Abbaudicarbonsiiuren nach der oxydativen Ozonolyse und des
2.4-Dinitro-phenylhydrazons des nach der reduktiven Ozonolyse vom
Methylende stammenden Aldehyds. Bei den Versuchen mit Stearinsaure
wurde das 3H/MC-Verhiiltnis nach den heiden ersten Methoden bestimmt.

Wie aus Tab. 1 hervorgeht, ist nach der Verfiitterung der Arachidon-
und Linolsdure das Verhiiltnis der beiden Isotope auch nach 15 Stdn.,
in denen die Tiere bereits 20—259%, der MC-Aktivitis als 400, abgeatmet
haben, innerhalb der MeBgenauigkeit gleich der der Ausgangsverbindung.
Daraus ziehen wir den SchluBl, dalBl die langkettigen Fettsiuren
keinen partiellen Ab- und Wicderautbau erfahren, sondern
vollig abgebaut werden, wenn sie einmal im Kontakt mit
dem Multienzym der f-Oxydation im Mitochondrion stehen.
Die Verschiebung des 3H/"C-Verhéltnisses im Versuch mit Stearinsiure
fiihren wir auf eine teilweise Neusynthese aus 3C-Acetat zuriick, da sich
nach dem Dauben- Abbau rund 5—79%, der ¥0-Gesamtaktivitit in der
Heptadecansiure befinden.

Versuche in vitro mit Rattenlebermitochondrien

Aut Grund dieser Ergebnisse ist es méglich, durch Messung des frei-
gesetzten MCO, bei Versuchen mit Rattenlebermitochondrien die Oxy-
dationsrate verschiedener Mono- und Polyenfettsiuren zu bestimmen.

Untersuchungen von Fritz!* und Bremer!s hatten gezeigt, dal}
DL-Carnitin die Oxydation von gesattigten Fettsiuren stimuliert.
Fritz!4 nimmt an, daB die Acylgruppe des Coenzym-A-HEsters durch

2 B. Jantzen u. H. Andreas, Chem. Ber. 92, 1427 [1959];: 94, 628 [1961].

13 W. G. Dauben, E. Hoerger u. J. W. Petersen, J. Amer. chem. Soc.
75, 2347 [1953).

M I, B.Fritzu. K. T.N. Yue, J. Lipid Res. 4, 279 [1963].

1 J. Bremer, J. biol. Chemistry 287, 2228, 3628 [1962].
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