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D.K. 612.015.3; 577.1
Zur Anwendung des schweren Wasserstoffes in der Biochemie

Von Karl Bemhard, Basel

1. Einleitung

Zu den ersten Isotopen von Bioelementen allgemeiner Bedeutung, die
zu Signierungen verwendet wurden, gehort der schwere Wasserstoff. Urey
nannte das von ihm im Jahre 1932 entdeckte Isotop der Masse 2 Deu-
terium und entwickelte Verfahren zur Gewinnung hochkonzentrierten
schweren Wassers (1). Dieses kann heute industriell in groBer Reinheit
hergestellt werden und weist folgende physikalische Konstanten auf,
wobei vergleichsweise die entsprechenden Daten fiir gewohnliches
Wasser angefiithrt sind:

H,0 D, 0
Dichte bei 20° 0,99823 1,10530
Dichtemaximum bei 4° 11,6°
Schmelzpunkt 0° 3,82°
Siedepunkt 100° 101,42°
Viskositit bei 20° 10,09 12,6
Oberflichenspannung 72,75 67,8

Infolge der Massenverdoppelung besteht die Moglichkeit der gravi-
metrischen Bestimmung des schweren Wasserstoffes, wihrend die quanti-
tative Ermittlung aller iibrigen stabilen Isotopen wohl nur mit dem
Massenspektrometer oder Massenspekirographen gelingt. Es sind die ver-
schiedenen bekannten Verfahren fiir die Bestimmung des spezifischen
Gewichtes D-haltigen Wassers angewendet worden. Wenn geniigend
grole Mengen der zu untersuchenden Substanzen vorhanden sind, ver-
brennt man eine Probe und ermittelt die Deuterium-Konzentration des
Verbrennungswassers durch Bestimmung seiner Dichte mit dem Pykno-
meter, der Schwimmermethode oder mit Hilfe des «fallenden Tropfens».
Dabei wird die Fallgeschwindigkeit eines Tropfens konstanter Gréfle in
einer mit demselben nicht mischbaren Fliissigkeit von nur wenig ge-
ringerer Dichte gemessen. Diese Fallgeschwindigkeit ist innerhalb ge-
wisser Grenzen proportional der Differenz der Dichte des Tropfens und
derjenigen der Fliissigkeit. Auf dieser Basis arbeiteten Barbour und
Hamilton (2), Vogt und Hamilton (3), Fenger-Eriksen, Krogh und Ussing
(4) Methoden zur Bestimmung des Deuteriumgehaltes von Wasser aus.
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Wir haben mit geringen Abweichungen die Angaben von Keston, Ritten-
berg und Schoenheimer (5) befolgt, die sich sehr bewihrten und serien-
miflige Bestimmungen mit guter Genauigkeit erméglichen.

Die ersten biologischen Versuche mit Deuteriumoxyd wurden im Hin-
blick auf mégliche toxische Wirkungen desselben unternommen. In
929%,igem, nicht aber 309%,igem schwerem Wasser gehen gewisse Proto-
zoen, kleine Fische und Wiirmer zugrunde (6). Hefegérungen verlaufen
in 100%,gem Deuteriumoxyd etwa 10mal langsamer als in gewohnlichem
Wasser (7). Hevesy und Hofer (8) beobachteten bei Fischen in 109,igem
schwerem Wasser nicht nur einen rasch eintretenden Austausch zwischen
der Korperfliissigkeit der Tiere und dem sie umgebenden Wasser, sondern
auch hinsichtlich des labil gebundenen Wasserstoffes der Gewebsbestand-
teile. In Selbstversuchen stellten die Autoren fest, dafl bei geringen
D-Konzentrationen der Organismus zwischen Deuterium und Protium
nicht zu differenzieren vermag. Von aufgenommenem D-haltigem Wasser
hatte die Hilfte erst nach 9 Tagen den Kérper verlassen; die mittlere
Verweilzeit eines Wassermolekiils im menschlichen Kérper betrigt nach
diesen Untersuchungen 14 Tage (9).

Signierungen mit Deuterium sind vor allem fiir die Erforschung des
Lipidstoffwechsels sehr wertvoll. Der schwere Wasserstoff wurde am
hiufigsten und wohl auch am erfolgreichsten auf diesen Gebieten ange-
wendet. In den Fettsduren sind die C-H-Bindungen verhiltnismiBig
stabil. Es ist aber nicht nur méglich, chemische Reaktionen, die dieselben
betreffen, zu studieren, sondern dariiber hinaus auch das Schicksal der
C-Ketten zu verfolgen.

In grundlegender Weise haben Rudolf Schoenheimer (11941) und
D. Rittenberg am Department of Biochemistry der Columbia-Universitat
in New York seit 1934 den schweren Wasserstoff und spéter den schweren
Stickstoff fiir die Bearbeitung biologischer Probleme, insbesondere sol-
cher des intermediiren Stoffwechsels, angewandt. Als Schiiler Schoen-
heimers und Fellow der Rockefeller Foundation hatte ich 1938/39 die
Méglicbkeit, mit der Isotopentechnik vertraut zu werden und spiter,
durch den Krieg allerdingsbehindert, Signierungen mit schwerem Wasser-
stoff im Hinblick auf biologische Fragestellungen auch in Ziirich vorzu-
nehmen. Die vorliegenden Ausfithrungen betreffen Arbeiten, die in der
Hauptsache am Physiologisch-chemischen Institut der Universitit aus-

gefithrt wurden.

2. Acetylierungen in vive mit Essigsiure

Der Essigsiure als Produkt des intermediéiren Stoffwechsels wurde bis
vor einigen Jahren wenig Interesse entgegengebracht. Man hielt sie fiir

406



eine inerte Verbindung, was dadurch begriindet schien, dal ihr Umsatz
bzw. ihre Reaktionsfihigkeit in isolierten Geweben verhiltnismiBig ge-
ring ist. Zudem sind Nachweis und quantitative Bestimmung kleiner
Mengen Essigsiure schwierig. Niher bekannt waren indessen die im
Tierkérper stattfindenden Acetylierungen kérperfremder Amine, z. B.
der p-Aminobenzoesiure (I) zu Acetyl-p-aminobenzoesiure (II)

COOH - C¢H,NH, — COOH - C;H,NHOCCH,
(I (IT)

und der Phenylaminoessigsidure oder Phenylaminobuttersiure zu den
entsprechenden Acetyl-Verbindungen. Man nahm dabei an, daB diese
Reaktionen unter Beteiligung der Brenztraubensiure als Acetyl-Donator
verlaufen. In welchem Ausmalle sie vor sich gehen, hingt weitgehend
von der Art und der Menge der applizierten kérperfremden Amine und
vor allem von der Tierart ab. Hunde acetylieren aromatische Amine
nicht. Auch diese Paarungsreaktionen faite man, ausgehend von phar-
makologischen Gesichtspunkten, unter dem Begriff « Entgiftungen» zu-
sammen und sah darin eine zweckmiilige Verinderung der Eigenschaften
gewisser Substanzen etwa im Sinne einer besseren Loslichkeit in den
Kérperfliissigkeiten und damit verminderter Verweilzeit, oder mall den
sich bildenden' Derivaten eine geringere Affinitit zu den Ferment-
systemen des Korpers bei. Solche Voraussetzungen treffen aber in den
wenigsten Fillen zu, Toxizitit und Schwerléslichkeit sind mitunter fiir
die Paarungsprodukte ausgeprigter als fiir die urspriinglichen Substanzen.

Damit sich der Organismus mit einer zugefiihrten Verbindung um-
setzt, ist eine gewisse Affinitit derselben zu den Enzymen Bedingung.
Es scheint indessen wenig wahrscheinlich, daf} die sogenannten Ent-
giftungsreaktionen durch streng substratspezifische Fermente katalysiert
werden. Die Acetylierungen kérperfremder Amine werden offenbar viel
eher durch ein Enzymsystem ermoglicht, dessen normale Funktion in der
Acetylierung natiirlich vorkommender Amine liegt.

Wir konnten beweisen (10), dafl diese Reaktionen im Tierkérper mit
Essigsiure erfolgen, Feststellungen, die in der Folge fiir die Erforschung
des intermediiren Stoffwechsels dieser Verbindung von groem Nutzen
waren. Nach Gaben von Sulfanilamid (III) und Deuterio-Essigsiure,
CD,COOH, an Kaninchen wurde das im Harn ausgeschiedene Acetyl-
sulfanilamid (IV) isoliert. Es erwies sich als D-haltig:

*
NH, SO, - CH, - HNH + HOOC - CH, — NH, - S0, - C;H, - NH - OC - CH,
(T11) (IV)

*
H-H4}D.
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Aus der eingetretenen Isotopen-Verdiinnung liel sich berechnen, daf}
sich die verfiitterte Essigsdure im Mittel zu 129, an der Acetylierung
beteiligt hatte; die Hauptmenge stammte, wie zu erwarten, aus anderen
Quellen. Zu einem analogen Resultat fithrten ein Selbstversuch, woraus
hervorgeht, daf} also auch der Mensch Acetylierungen solcher Amine mit
Essigsidure vornimmt, ferner die Verabreichung von p-Aminobenzoe-
siure und Deuterio-Acetat an Kaninchen.

Tabelle 1

Fiitterung von Sulfanilamid und Deuterio-Acetat (6,06 + 0,15 Atomprozent D) an
Kaninchen (pro 1 g Sulfanilamid 1,05 g Deuterio-Essigsiure)

Sulfanilamid Acetylverbindung Beteiligung der

Versuch Deuterio- Essig-

Nr. total mg/kg Ausbeute [Atom-% D inder| sidureander Ace-

g die 0 Acetylgruppe tylierung in %
1 1 220 30,2 0,30 5
2 1 398 29,3 0,97 16
3 1 398 36,0 0,76 13
4 2 424 29,7 0,53 9
5 2 615 33.3 1,13 19
6 3 574 34,7 0,33 5
7 3 474 217.8 0,83 14

Nach Fitterung von Sulfanilamid und Deuterio- Bernsteinsidure war
im Acetylprodukt der schwere Wasserstoff nicht vorhanden (11). Dieses
Ergebnis ist, gestiitzt auf die heutigen Kenntnisse iiber den Bernstein-
siureabbau zu Oxalessigsiure, verstindlich.

F. Knoop hatte 1910 die Entstehung von Aminosiuren aus Ketosiuren
und Ammoniak gezeigt, indem er nach Fiitterung von $-Benzylbrenz-
traubensidure ein Acetylprodukt des Benzalanins isolierte. Die beob-
achtete Acetylierung wurde als wichtige Intermediirreaktion des
Aminosiureauf- und -abbaues gedeutet. Sowohl nach Verabreichung von
L-» DL~ oder p-Phenylaminobuttersiure an Hunde isolierten du Vi-
gneaud und Irish (12) Acetyl-1,-(+)-phenylaminobuttersiure und disku-
tierten erneut die Acetylierung durch Brenztraubensiure als Zwischen-
reaktion der Aminosiurebildung.

Wir hatten bereits 1938 (13) nach Gaben von Hexahydrophenylalanin
(V) als Racemat oder j-Form an Hunde im Harn Acetyl-1-hexahydro-
phenylalanin (VI) aufgefunden. In der Absicht, eine mit Essigsidure
erfolgende Acetylierung von Aminosiuren zu beweisen, erhielt ein Hund
Deuterio-Essigsiure und p- oder p-Cyclohexyl-a-aminopropionséiure.
Der Harn enthielt in beiden Fillen Acetyl-1 -hexahydrophenylalanin mit
D-haltiger Acetylgruppe. In vier Versuchen betrug die Beteiligung der
verabreichten Essigsdure 13, 18, 20 und 259, (14).
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C;H,, - CH,- CH.COOH + CH,.COOH  C,H,, - CH,  CH.COOH
&Hz &H-O@-Cﬁs
V) (VI)

Die Kriegszustinde verunmdoglichten uns in der Folge die weitere
Beschaffung signierter Essigsédure. Rittenberg und Bloch (15) haben spiter
unsere Ergebnisse iiber Acetylierungen bestiitigt und erweitert, ferner
den Nachweis der Beteiligung der Essigsidure als wichtigen Baustein fir
verschiedene im Organismus vor sich gehende Synthesen erbracht.

3. Abbau des Alkohols im Tierkorper

Die Eigenschaft der Essigsdure, in vivo als Acetyl-Donator zu wirken,
erméglichte uns auch die Aufklirung des Schicksals des Alkohols im
Tierkorper. Aethylalkohol wird selbst in groBen Dosen von Mensch und
Tier rasch oxydiert. Im Harn 146t sich hochstens eine geringe Vermeh-
rung der fliichtigen Siuren, aber kein Abbauprodukt nachweisen. Es war
anzunehmen, die Oxydation verlaufe iiber Acetaldehyd bzw. Essigsiure:

CH, - CH, - OH — CH, - CHO —» CH, - COOH

War dies der Fall, so bestand die Moglichkeit, letztere durch Acety-
lierung abzufangen. Wir gaben daher Kaninchen gemeinsam mit Sulfanil-
amid Deuterio-dthylalkohol, CD,CD,0D, und erhielten aus dem Harn
ein stark D-haltiges Acetylprodukt (16); die intermediir gebildete Essig-
sdure beteiligte sich in 8 Versuchen zu einem Sechstel bis zu einem Drittel
an den Acetylierungen (vgl. Tab. 2). |

Tabelle 2

Fiitterung von Deuterio-Alkohol') und Sulfanilamid
(1,6 + 2,0 g in 48 Sid.) an Kaninchen

Acetylverbindung Beteiligung der
Versuch Alkohol intermediir gebildeten

Nr. mg/kg/die Ausbeute |Atom-9%, Dinder Essigsiure an der

9% Acetylgruppe Acetylierung in %,
1 29,4 42,5 1,60 29
2 41,0 43,0 1,43 26
3 32,8 — 1,43 26
4 30,0 29,7 0,86 16
5 38,1 23,4 0,90 17
6 31,3 27,9 1,16 22
7 31,5 34,6 1,37 26
8 31,3 33.6 1,50 29

1) D-Gehalt bei den Versuchen 1-4: 11,0 4 0.19 Atomprozent
D-Gehalt bei den Versuchen 5-8: 10,5 + 0,08 Atomprozent

*
2) H=D + H.

27 Bull. Schweiz. Akad. Med. Wiss., 1949 409



4. Oxydation des Benzolringes im tierischen Organismus

Im Hinblick auf den biologischen Abbau aromatischer Aminosiuren,
wie Phenylalanin und Tyrosin, hatte bereits 1909 Jaffé das Schicksal des
Benzols im Tierkérper untersucht und aus dem Harn von Hunden oder
Kaninchen, denen peroral oder intraperitonial Benzol verabreicht wurde,
geringe Mengen Muconsdure (VIII) isoliert:

H
C
7 HC/ \COOH
- H(II COOH
N ¢/
H
(VIL) (VIII)

Verschiedene Autoren konnten diese Befunde nicht bestitigen;
Boeseken und Slooff machten geltend, dafl aus Benzol in Analogie zur
Oxydation von o-Benzochinon die cis-cis-Muconséure entstehen mii3te,
wihrend im Harn die trans-trans-Form vorlag. Es wurde daher ange-
nommen, letztere stamme aus anderen Quellen, also nicht aus dem
Benzol. Wir injizierten intraperitonial an Kaninchen Deuterio-Benzol
C¢Dg und konnten geringe Quantititen D-haltige Muconséure isolieren
(17). Die oxydative Ringspaltung ist damit erwiesen. Heute wissen wir
aus Untersuchungen von Felix, dal3 der Benzolring des Phenylalanins
und T'yrosins durch Nierenbrei zu Acetessigsiure aufgespalten wird, was
kiirzlich auch mit Hilfe des Kohlenstoff-Isotopen C1* bestiitigt wurde.

5. Aromatisierung alizyklischer Verbindungen: Dehydrierung
der Hexahydro-benzoesiure im Tierkérper

In fritheren Arbeiten studierten wir Aromatisierungen alizyklischer
Verbindungen im Tierkorper, da anzunehmen ist, analoge Vorginge ligen
der Entstehung bestimmter Hormone und vielleicht auch cancerogener
Verbindungen aus Sterinen oder Gallensiure zugrunde. Die Follikel-
hormone Ostron, Ostradiol, Equilin und Equilenin weisen aromatische
Ringe auf, fiir deren Bildung wohl dehydrierende Fermente verantwort-
lich sind. Wir haben das Schicksal einer Reihe hydrozyklischer Verbin-
dungen gepriift (18). Die Aromatisierung des Cyclohexanringes konnte
durch Verabreichung von Hexahydro-benzoesidure (IX) an Hunde nach-
gewiesen werden, Befunde, welche F. Dickens kiirzlich bestiitigte, indem
er die Entstehung von Benzoesdure (X) aus Hexahydro-benzoesiure in
Leberschnitten und Leberhomogenat von Kaninchen zeigte (19).
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H,C CH, e
| l —3H ’
H,C CH, ?
Ne N
H,
(IX) (X)

Eine Dehydrierung lieB sich auch fiir die Hexahydro-m-toluylséure (XI)
beweisen, welche als m-Toluylsdure (XII) ausgeschieden wird (18). Von
Verbindungen mit heterozyklischen Ringen erfihrt das 1,2,3,4-Tetra-
hydro-chinolin (XIII) nach subcutaner Injektion an Hunde eine Um-
wandlung in 2-Oxychinolin (XIV) (20).

COOH COOH H

>C< AN Nm A
LHI [

|

H (I: c< —3H,
Ne/ NeH, b A N/ \N/
H, \
(XI) (XII) (XIII) (XIV)

Mit Hilfe des schweren Wasserstoffes gelang auch der Nachweis der
Dehydrierung von Hexahydro-benzoesiure durch Menschen und solche
Tiere, welche wechselnde Mengen Benzoe- bzw. Hippursiure als normale
Stoffwechselprodukte ausscheiden. Eine Vermehrung der letzteren nach
Gaben von Cyclohexancarbonsiure konnte hier nicht als sicherer Beweis
stattfindender Aromatisierung gelten. Nach Aufnahme wechselnder
Mengen signierter Hexahydro-benzoesidure durch Versuchspersonen ver-
schiedenen Alters und Geschlechtes fanden wir im Harn stets D-haltige
Benzoesdure, etwa 3/ der auftretenden Mengen waren durch Dehydrie-

Tabelle 3

Ausscheidung D-haltiger Benzoesiure nach Aufnahme
D-haltiger Hexahydro-benzoesdure durch Menschen

Alter der Menge D-haltiger D-Werte der
Versuchs- Hexahydrobenzoe- ausgeschiedenen
person siiure mg/kg/die Benzoesiure
18 45,8 60
24 50,1 57
16 47,5 70
41 45,8 78
47 44,3 78
52 40,0 72
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rung aus der aufgenommenen Deuterio-Cyclohexancarbonsiure ent-
standen. Auch an Kaninchen lief sich die Dehydrierung zeigen. Die
Aromatisierung des Cyclohexanringes ist daher dem Tierkérper in vielen
Fallen leicht moglich (21).

Die Dehydrierung der Hexahydro-benzoesidure in vivo bot eine er-
wiinschte Méglichkeit, das Verhalten der Wasserstoffisotopen dehydrie-
renden Fermenten gegeniiber zu priifen. Eine Cyclohexancarbonsiure,
die durch Hydrierung von Benzoesiure mit Deuterium erhalten wurde
und die Hilfte ihres Wasserstoffes als H? aufwies, mufBte zu einer Benzoe-
sdure mit demselben Verhiltnis H:D fithren oder aber, im Falle, da} der
leichte Wasserstoff sich anders verhielte als der schwere, den ersteren
oder letzteren angereichert enthalten. Nach Gaben von Deuterio-
Hexahydro-benzoesiure an Hunde fanden wir in der ausgeschiedenen
Benzoesiure 93 bzw. 96%, der moglichen Deuteriummenge; die geringen
beobachteten Verdiinnungen wurden zweifellos durch endogen aus ande-
ren Quellen gebildete Benzoesiure bewirkt. Wir konnten also in diesen
Versuchen keinen Unterschied im Verhalten des leichten und schweren
Wasserstoffes den dehydrierenden Fermenten gegeniiber beobachten.

6. Fettsynthese in vivo

Wenn wir biochemische Vorginge mit Hilfe der Isotopen als Indika-
toren verfolgen, beweisen eintretende Anderungen des Isotopengehaltes
der Substrate den Ablauf sich vollziehender Reaktionen. Die Isotopen-
konzentration der gebildeten Verbindungen ist ein Maf} fiir die Ge-
schwindigkeit der Umsetzungen. Die Erkenntnis des dynamischen Zu-
standes der Korperbestandteile (Schoenheimer) ist einer der wichtigsten
Befunde, die wir der Isotopentechnik verdanken. Die Méglichkeit, die
in vivo kontinuierlich verlaufenden chemischen Vorginge zu verfolgen,
hat zuerst auf dem Gebiete des Lipidstoffwechsels zu wertvollen Ergeb-
nissen gefiihrt. Wenn wir die Kérperfliissigkeit eines Tieres mit schwerem
Wasser anreichern, so wird als Folge stattfindender Reduktionen von
Carbonyl- und Hydroxylgruppen oder Hydrierung ungesittigter Bin-
dungen der schwere Wasserstoff in Fettsduren und Cholesterin aufge-
nommen. Unter physiologischen Bedingungen ist, wie bereits erwihnt,
die Wasserstoff-Kohlenstoff-Bindung der aliphatischen Kettenim Gegen-
satz zu den H—O-, H—N- oder H—S-Bindungen stabil. Der C-sténdige
Wasserstoff der Fettsduren erleidet keinen enzymatischen oder ander-
weitigen Austausch, wohl aber der Wasserstoff an polaren Gruppen
infolge Dissoziation.

Geben wir Tieren, z. B. Midusen oder Ratten, D-haltiges Trinkwasser
oder injizieren wir ihnen subcutan schweres Wasser, so gelingt, wie aus
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Tabelle 4 ersichtlich ist, eine gleichmiaBige Anreicherung der Kéorper-
fliissigkeiten an D,0 (22).

Tabelle 4-.

Deuteriumgehalt des Kérperwassers von Mdusen
nach Gaben eines D-haltigen Trinkwassers

Atom-% D im Kérperwasser
Sl Dauer | Atom-% D im
Tage Trinkwasser | Gruppe!) | Gruppe Gruppe Gruppe

I IT II1 IV
A 2 6,75 3,68 3,50 3,22 3,46
B 3 6,75 4,21 — 4,32 —
C 6 4,00 2,53 2,27 — —
D 15 4,00 2,91 3,00 2,95 2,90

1) Jede Gruppe umfaBt 5 Tiere

In diesem Milieu sich abspielende Fettsiduresynthesen fithren zum
Einbau von stabil gebundenem, schwerem Wasserstoff in die entstehen-
den Fettsduren. Wir kénnen auf Grund des D-Gehaltes deutlich die Ge-
schwindigkeit ihrer Neubildung verfolgen. Durch D-Bestimmungen in
den Fettsiuren aus den einzelnen Organen ergeben sich Hinweise auf
deren synthetische Leistungen und Aktivitit innerhalb des Gesamt-
organismus. Die héchsten D-Werte werden vor allem in den gesittigten
Leberfettsduren angetroffen (vgl. Tab. 5).

Tabelle 5

Deuteriumgehalt der Fetisiuren von Mausen nach Gaben von schwerem Trinkwasser
und kohlenhydratreichem, fettarmem Fuiter

c 0 1
o Anzahl D-Gehalt (Atom A,) D der Fettsiduren aus
sk d-er Depotfett Leber Darm
Tiere
total | gesittigt lunges'att. | gesittigt |ungesitt. | gesittigt |ungesiitt.

A 20 0,36 0,55 0,26 1,35 0,61 0,72 0,35

B 10 0,64 0,98 0,50 2,06 1,49 1,41 1,07

C 10 0,39 0,50 0,32 1,35 1,06 0,82 0,50

D 20 0,62 0,76 0,49 1.41 0,80 1,02 0,57

Die Fettsiure-Regeneration verlduft also in der Leber sehr rasch, es
148t sich fiir die gesittigten Fettsiuren dieses Organs eine Halbwertzeit
von 2 Tagen berechnen. Eine erhebliche diesbeziigliche Aktivitat des
Darmtractus ergaben Versuche an 10 Ratten, deren Korperfliissigkeit
wieder an D,0 angereichert und denen als alleinige Nahrung extrahiertes
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Brot gefiittert wurde (23). Die D-Werte der erhaltenen Fettsiuren waren
nur wenig oder nicht von denjenigen der Leberfettsiuren verschieden:

Tabelle 6
Feitsynthese im Intestinal-Tractus und in der Leber von Ratten
Tier Nr. ‘ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10
Dauer der Versuche, Tage . . . 3l 3|1 6(-6( 9| 9(-9}12]|21]21
D-Werte der Fettsauren aus dem
Intestinal-Tractus . . . . . . 15|15 (27 | 34| — | 28|39 (16| 36| 39
D-Werte der Fettsiuren aus der
Leber .o o' % § wmibe 2w 5 w3 21 {18 [ 31 | 26 |24 | 27| 29|19 | 34 | 37

Die D-Gehalte der Leber- und Darmfettsauren sind also sichere Kri-
terien fiir stattfindende Fettsynthesen. Wurden Ratten eiweifreich, aber
fettarm, also nur mit Casein und den nétigen Mineralsalzen, gefiittert,
so trat nur millige Fettbildung ein, erhielten die Tiere aber reichliche
Zusitze an den Vitaminen des B-Komplexes, so erfolgte die Regeneration
der Leber- und Darmfettsiuren auf Grund ihrer D-Werte anniihernd mit
derselben Halbwertzeit wie bei Kohlenhydratfiitterung (29).

Wir haben die Lipidsynthese bei Ratten auch unter Hungerbedingungen
verfolgt (25). Bekanntlich werden bei solchen Zustinden die Glykogen-
und anschlieend die Fettdepots rasch verbraucht. Man weif} indessen,
dal} auch nach Hungertod der Kérper auBer in Gehirn und Herz noch
geringe Fettmengen aufweist. Zweifellos ist ein bestimmtes Minimum an
Lipiden lebensnotwendig. Zur Induzierung der Korperfliissigkeit wurde
normal gefiitterten Tieren schweres Wasser injiziert. Nach sechstigigem
Hunger téteten wir die Ratten, welche 21-379, ihres Gewichtes ein-
gebiillt hatten, und isolierten aus der Leber, dem Magendarmtractus
und dem iibrigen Tierkorper die Fettsiuren. Die folgende Tabelle enthilt
die D-Werte der letzteren:

Tabelle 7
Fettsynthese bei Inanition (Ratten)
x . Cesiitiit- D-Wert der Fettséuren aus
e;;’:c Fettsiuregehalt Depots
' der Tiere Leber Darmtractus e
gesamt gesittigt
1 0,6 26 28 17 21
2 0,9 26 29 20 39
3 1,1 11 13 8 12
4 1,4 9 11 .5 10
5 2,5 10 9 7 9
6 2,6 : 5 — 4 6
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Es geht daraus deutlich hervor, daBl auch im Hunger, d. h. bei vélligem
Nahrungsentzug noch Lipide gebildet werden. Diese Synthese nimmt zu,
sobald der Organismus an Fett stark verarmt ist. Bei den Versuchen 1
und 2, wo der Gesamt-Fettsiuregehalt der Tiere bereits weniger als 19,
betriigt, ergaben sich — wiederum fiir die Gesamt-Fettsiuren aus der
Leber und dem Darmtractus — die hochsten D-Werte. Andererseits sind
dieselben aber auch fiir die gesittigten Fettsduren des Depotfettes be-
trichtlich; es ist dies leicht verstindlich, da eine Verdiinnung durch
bereits vorhandenes Fett bei diesen Hungertieren nicht eintrat. Weit
geringere D-Werte fanden wir bei den Versuchen 5 und 6. Diese Tiere
waren bei Gehalten von 2,5 und 2,6%, Gesamt-Fettsiuren offenbar weit
weniger auf Fettneubildung angewiesen. Es ist anzunehmen, daf} diese
Fettsynthesen aus Eiweifl erfolgten. Auch das Unverseifbare aus dem
Depotfett erwies sich als D-haltig, demzufolge werden im Hunger auch
Sterine gebildet. Die Versuche sprechen deutlich fiir die unbedingte
Notwendigkeit gewisser Lipidmengen fiir den Organismus und weisen
darauf hin, da} selbst unter Hungerbedingungen Energiegewinnungen
fiir den Organismus iiber den Fettstoffwechsel verlaufen.

Auch chemische Probleme der Embryologie wie stoffliche Verande-
rungen im Verlaufe der fotalen Entwicklung sind dank der Isotopen-
technik der erfolgreichen Bearbeitung zuginglich. Wir injizierten in be-
fruchtete Hiithnereier 0,5-1,0 cm? reines schweres Wasser und trennten
nach einer Bebriitungszeit von 171, Tagen die normal entwickelten
Hithnchen vom Ei-Inhalt, dessen Deuteriumgehalt 1,13-1,49 Atom-
prozente betrug. Aus den Kiicken wurde das Unverseifbare und die
Fettsiuren gewonnen. Erstere wurden in flissige und feste bzw. unge-
sittigte und gesiittigte Sduren zerlegt und aus diesen die Palmitinsiure
isoliert. Alle diese Fraktionen, auch das abgetrennte Cholesterin, er-
wiesen sich als D-haltig. Es steht damit fest, dal der Hiihnerembryo
sowohl Fettsiuren als Cholesterin aufbaut, obwohl ihm im Eidotter be-
trichtliche Lipidmengen zur Verfiigung stehen. Die Fettsduren aus dem
Ei-Inhalt waren frei von Deuterium; es findet somit wihrend der Be-
briitung kein Austausch statt, nur die synthetisch neu gebildeten Lipide
enthalten den schweren Wasserstoff (26).

Schimmelpilze und Hefen vermogen unter geeigneten Kultivierungs-
und Ernihrungsbedingungen erhebliche Lipidmengen zu synthetisieren
und in ihren Zellen zur Ablagerung zu bringen. Wir haben den Mikro-
organismus Phycomyces Blakesleeanus nach den Angaben von W.H.
Schopfer geziichtet und ein Pilzmycel erhalten, das etwa 209, Lipide
vielseitiger Zusammensetzung aufwies (27). Um im Gegensatz zu den
Verhiiltnissen bei den Tieren von einem véllig fettfreien Milieu, also von
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Tabelle 8
Fettbildung beim Schimmelpilz Phycomyces Blakesleeanus

Atom?, Deuterium D-Werte der Fettsauren

Versuch N, und des Ergosterins
| Nihrlosung | Fettsduren | Ergosterin | Fettsiuren | Ergosterin
1 4,61 2,90 2,59 63 56
2 3,51 _ 2,16 — 62 —
3 2,75 1,64 1,51 60 55
4 1,61 0,99 — 62 —
5 1,41 0,91 e 64 —

vereinfachten Verhiltnissen ausgehen zu kénnen, untersuchten wir die
Fettsynthese unter Anwendung von Deuterium als Indikator bei diesem
Mikroorganismus. Wir kultivierten ihn in einer Glukose- und D,0-
haltigen Nihrlésung und extrahierten aus den Mycelen von 5 Versuchen
die Lipide. Es wurde der Deuteriumgehalt der Fettsiuren und des
Ergosterins bestimmt (28). Die Ergebnisse, welche aus der Tabelle 8
ersichtlich sind, zeigen in einer fiir biologische Versuche sehr guten Uber-
einstimmung D-Werte von rund 62, die fiir das Ergosterin mit 56 und 55
etwas tiefer sind. Daf} die Fettsynthese aus Glukose iiber kleine Bruch-
stiicke erfolgt, diirfte heute nicht mehr anzuzweifeln sein; den eigent-
lichen, viel diskutierten chemischen Mechanismus dieses Aufbaues
kennen wir noch nicht. Es ist denkbar, die Reaktion beginne mit den
ersten Stufen der alkoholischen Girung, d.h. mit der Bildung von
Glycerin und Brenztraubensiure

C,H,,0 ——— CH,OH - CHOH - CH,0H + CH, - CO - COOH

Diese Ketosiiure wiirde zu Acetaldehyd decarboxyliert, aus dem sich
durch Kondensation und Oxydoreduktion iiber Aldol, Crotonaldehyd,
a,f-Hexylen-Aldehyd, Capronaldehyd aufbauen wiirde:

2 CH, - CHO —— CH, - CHOH - CH, - CHO —— CH, - CH = CH - CHO + H,0

CH,-CH = CH.CHO H, CH, - CH, - CH, - CHO

+ |-
R-CHO O R-COOH

Durch erneute Anlagerung von Acetaldehyd kénnte sich die Reaktion
fortsetzen. Ein anderer Weg ginge von der Bildung von Milchsdure aus,
aus welcher Acetaldehyd und Ameisensiure entstiitnden. Auch hier trite
Kondensation des Acetaldehyds ein, wobei die Ameisensiure den zur
Hydrierung der ungesittigten Aldehyde erforderlichen Wasserstoff
liefern konnte. Die beiden Méglichkeiten unterscheiden sich also vor
allem durch die Beschaffung des Wasserstoffes, welcher im ersten Fall
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durch Oxydoreduktion aus Wasser, im zweiten Fall aber aus Ameisen-
séure stammt. In beiden Fillen miissen nach Giinther und Bonhoeffer(29)
etwa 609, der Wasserstoffatome des fertigen Fettes in neue Kohlenstoff-
bindung treten. Das Verhiltnis D/H (Fett):D/H (Wasser) miiite dem-
nach gleich 0,6 sein. Unsere Versuche ergaben Werte von 0,62, 0,62, 0,58
0,61 und 0,64. Unter Heranziehung des schweren Wasserstoffes als Indi-
kator wurde demnach eine wesentliche Stiitzung der oben entwickelten
Vorstellungen iiber die Fettsynthese bei Pflanzen erbracht.

Wir haben eine Trennung des durch den Pilz synthetisierten Fettes in
die einzelnen Fettsiuren vorgenommen und 10 verschiedene Kompo-
nenten isoliert und auf Deuterium gepriift. Die im Pilzfett vorkommen-
den Siuren enthielten im Gegensatz zu den Verhiiltnissen bei den Tieren
(Mausen, Ratten) annihernd gleiche D-Mengen, wie aus der folgenden
Tabelle ersichtlich ist; die geringen Unterschiede liegen im Bereiche der
moglichen Fehlerquellen der Bestimmungen. Da oft nur kleine Material-
mengen zur Verfiijgung standen, muBlten die Siduren zur Gewinnung ge-
niigender Wassermengen mit «nicht-isotopen» Verbindungen verdiinnt

werden.
Tabelle 9
D-Gehalte der Fettsduren aus den Phycomyces-Lipiden
’ Atom%, D
Cie Palmitinsiure 1,72
Lk Stearinsédure 1,79
Olsaure 1,69
Linolsiure 1,79
y-Linolenséiure 1,69
Cys Behensaure 1,73
Coy n-Tetracosansiure 1,85
Cas n-Hexacosansiure 1,80
n-Hexacosensiure 1,75

Die Aufnahme von stabil gebundenem Wasserstoff aus dem Milieu in
die sich bildenden Fettsiuren ist nicht nur ein sicherer Beweis fiir statt-
findende Fettsynthesen; sie erlaubt auch das Ausmal letzterer festzu-
stellen und liefert wertvolle Hinweise zu einer Formulierung des Re-
aktionsmechanismus. Essigsdure und Brenztraubensiure diirfen jeden-
falls fiir die Fettbildung im Tierkérper als gesicherte Vorldufer gelten,
das eigentliche, reaktionsfihige Zwischenprodukt ist indessen noch nicht
bekannt. DaB} die Fettbildung bei Mikroorganismen durch Kondensation
von Acetaldehyd oder eine reaktionsfihige Form desselben verliuft,
wird durch die genannten Untersuchungen an Phycomyces wahrschein-
lich gemacht.
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7. Essentielle Fettsiuren

Bei unseren Versuchen iiber Fettbildung bei Tieren enthielten die ge-
sittigten Fettsduren stets mehr Deuterium als die ungesittigten,
Palmitin- und Stearinsiure indessen immer gleichviel, was beweist, daf}
diese beiden Verbindungen trotz ihrer verschiedenen quantitativen Ver-
teilung in den Korperfetten in gleichem Ausmafle regeneriert werden.

Die Ursache der niedrigen D-Gehalte der ungesittigten Fettsiuren
liegt vor allem darin, daB die stirker ungesittigten Verbindungen wie
Linol- und Linolensdure keinen schweren Wasserstoff enthalten. In Ver-
suchen an Miusen und Ratten, die nach Signierung ihrer Korperfliissig-
keiten mit extrahiertem Brot gefiittert wurden, beobachteten wir nie
schweren Wasserstoff in den hoher ungesittigten Sduren. Wir haben
dabei die Linolsdure als Tetrabromstearinsiure vom Schmelzpunkt 123°
isoliert, d. h. auf Grund des fiir die cis-cis-9,12-Linolsiure charakteristi-
schen Tetrabromides identifiziert und die Linolenséure als Hexabromid
abgeschieden (30). Im Gegensatz zu den iibrigen Fettsiuren werden die
genannten ungesittigten Sduren vom Tier nicht aufgebaut. Unsere Ver-
suche fanden unter véllig physiologischen Bedingungen statt. Wir haben
kein vollig fettfreies Futter verabreicht und mit ausgewachsenen, jeden-
falls nicht jungen, vor Beginn der Versuche normal gefiitterten Ratten
gearbeitet. Die Versuchstiere wiesen also bereits einen gewissen Gehalt
an Linol- und Linolensiure auf. Die Tatsache, dafl in den genannten
ungesittigten Sduren nach Beendigung der Versuche schwerer Wasser-
stoff nicht enthalten war, beweist, daf} sie sich villig inert verhalten,
d. h. nicht regeneriert wurden. Dieser Befund ist eine wichtige Bestiti-
gung, dal der Wasserstoff von —CHj-, —CH,- und =CH-Gruppen unter
physiologischen Bedingungen nicht ausgetauscht wird mit dem Wasser-
stoff aus den Korperfliissigkeiten. Einfithrung von Wasserstoff aus den
Korperfliissigkeiten findet nur im Verlaufe chemischer Umsetzungen in
neu gebildete Verbindungen statt. Bereits 1929 hatten Burrund Burr(31)
gezeigt, daBl Ratten bei vollig fettfreier Kost an schweren, zum Tode
fithrenden Erscheinungen erkranken, indessen durch Gaben von Linol-
siure oder linolsdure-haltigen Fetten geheilt werden kénnen. Diese Be-
funde wurden durch zahlreiche Autoren in den letzten Jahren bestitigt
(32). Mangelsymptome nach ungeniigender Versorgung mit essentiellen
Fettsduren konnten auch bei Miusen und Hunden beobachtet werden.
Muttertiere, die wihrend der Graviditit fettfrei ernihrt wurden, aber
noch iiber gewisse Reserven an cis-cis-9,12-Linolsédure verfiigten, gaben,
wie wir feststellten (33), diese essentiellen Fettsduren an die saugenden
Jungratten nicht ab, welche nach kurzer Zeit an typischen Symptomen
zugrunde gingen (34).
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Wir sind demnach auf einem ganz anderen Wege, namlich durch Ver-
folgung der Fettsynthese im Tierkérper mit Hilfe der Isotopentechnik,
zu analogen Befunden gelangt wie Burr und Burr durch Fiitterungs-
versuche an Ratten.

8. Briologischer Fettsiure-Abbau

Bekanntlich hat F. Knoop im Jahre 1904 fiir den Abbau der Fett-
siduren im Tierkorper das Gesetz der f-Oxydation aufgestellt. Auf Grund
des Verhaltens phenylsubstituierter Fettsiuren wurde geschlossen, der
oxydative Angriff erfolge stets am zur COOH-Gruppe p-stindigen
C-Atom. Untersuchungen iiber die Oxydation von Fettsiuren in vitro
mit Wasserstoffsuperoxyd fithrten Dakin zu analogen Beobachtungen.
Der f-oxydative Abbau von C-Ketten konnte in zahlreichen Fillen mit
anderen Modell-Verbindungen bestiitigt werden; indessen wurde von
verschiedener Seite ein solcher Abbau fiir die Fettsduren der Nahrungs-
fette bestritten (35). Quantitative Bestimmungen der Acetonkdrper nach
Fettgaben an hungernde Tiere oder Zusitzen niederer Fettsiuren zu
Leberschnitten fiithrten zur Annahme einer multiplen alternativen Oxy-
dation, d. h. zu unmittelbarem Zerfall der Fettsaurekette in C,-Bruch-
stiicke. Andererseits machte Verkade (36) geltend, die w-Oxydation, ge-
folgt von bilateraler 8-Oxydation nach dem Schema

CH;(CH,),COOH >  HOOC(CH,),COOH
w-0xydation
p-Oxydation p-Oxydation
v
! w-Oxydation 1
usw, ' usw.

wiire der vorherrschende Abbauweg. Tatséichlich werden nach reichlichen
Gaben gewisser Fettsduren oder Fette an Menschen und Hunde im Harn
geringe Mengen von Dicarbonsduren ausgeschieden. Es ist dies der Fall
fiir Capryl-, Nonyl-, Caprin- und Undecylsdure, Verbindungen, die in-
dessen in den iiblichen Nahrungsfetten keine Rolle spielen. Fiir die
Hauptkomponenten derselben, die Fettsiuren mit 16 und 18 C-Atomen,
ist eine Methyloxydation nicht bewiesen.

Eingehende Untersuchungen ergaben, dal Sebacin-, Azelain-, Kork-
und Adipinsdure, also Dicarbonsiduren mit 10, 9, 8 und 6 C-Atomen
vom Menschen und Hund sehr schwer oxydierbar sind und, auch in
kleinen Mengen aufgenommen, im Harn unverindert auftreten. Eine
Ablagerung bzw. Deponierung findet nicht statt. Verkade machte da-
gegen geltend, daBl sich intermediir entstehende Dicarbonsiuren nicht
analog zu verhalten brauchen wie mit der Nahrung zugefiihrte und wohl
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abgebaut werden kénnten, der Harn also trotz ausgedehnter w-Oxydation
der Fettsduren keine Dicarbonsiduren zu enthalten brauche. Es besteht
die Moglichkeit, mit Hilfe der Isotopentechnik zu entscheiden, ob eine
Verbindung zu den Intermediirprodukten des Stoffwechsels zu zihlen
ist oder nicht. Letzteres ist der Fall, wenn sie, mit einer «Marke» ver-
sehen dem Gesamt- oder Teilorganismus zugefiigt, ihren Isotopengehalt
nicht dndert, d. h. also nicht durch bereits vorhandene oder entstehende
Molekiile der gleichen, nicht isotopen Verbindung verdiinnt wird. Wir
hatten auf Grund unserer Arbeiten iiber Fettabbau die w-Oxydation
stets als einen speziellen Fall von Methyloxydation aufgefaBt und als
Auswegsreaktion ohne quantitative Bedeutung fiir die Fettsdureoxy-
dation bezeichnet. Um zu einer gesicherten Entscheidung hinsichtlich
der Bildung von Dicarbonsiuren aus normalem Nahrungsfett zu ge-
langen, fiitterten wir Hunden gleichzeitig mit Fett Deuterio-Dicarbon-
sduren von bekanntem D-Gehalt, ausgehend von der Uberlegung, daf}
eine solche signierte Siure, z. B. die Sebacinsiure oder Korksiure, nach
Verkade im Organismus mit Molekiilen aus dem Fettstoffwechsel gebil-
deter Sebacin- oder Korksdure zusammentreffen miiflte. Dabei trite eine
Verminderung des Isotopengehaltes ein, und es miiiten im Harn Deu-
terio-, Sebacin- oder Deuterio-Korksiure von geringer D-Konzentration
ausgeschieden werden (37). Bedingung ist natiirlich, daf} die Dicarbon-
sduren in die Zellen gelangen.

Wie aus der Tabelle 10 ersichtlich ist, erscheinen Deuterio-Sebacin-,
-Kork- und -Adipinsdure mit unverindertem D-Gehalt im Harn des
Hundes. Nach Untersuchungen von Mazza (38) iiber den Abbau von
Dicarbonséuren durch Leber- und Nierengewebe ist an einer gewissen
Permeabilitit nicht zu zweifeln, denn der Sauerstoffverbrauch betrug
bei Bebriitung von Adipin-, Kork-, Azelain- oder Sebacinsiuren fiir
Leberschnitte 30-1009,, fiir Nierenschnitte 15-509, gegeniiber den
Kontrollen. Man darf daher wohl aus den geschilderten Versuchen mit

Tabelle 10
Fiitterung von Fett und Deuterio-Dicarbonsduren an Hunde

Deuterio-Siuren

Fett verfiittert ausgeschieden
g/kg/die Ausbeut
- mg/kg/die|Atom-9%, D|Atom-%D o :

roh | rein
0 Adipinsiure 108 11,8 11,9 28,0 20,0
1,46 Adipinsiure 109 12,0 12,0 50,9 33,5
1,47 Korksiure 14 7,6 0.7 69,4 59,0
1,74 Korksdure 44 7,6 7,4 70,1 45,0
1,67 Sebacinsiure 125 3.7 3,7 17,2 8,3
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den signierten Verbindungen schlieBlen, die Fettsdureoxydation verlaufe
im Tierkorper praktisch nicht w-oxydativ, d. h. nicht iiber héhere Di-
carbonsiuren als Intermediirprodukte.

Es war im Hinblick auf die wiederholten Versuche, fiir den Fettsiure-
abbau andere als $-oxydative Vorginge verantwortlich zu machen, be-
deutungsvoll, die f-Oxydation natiirlicher Fettsduren, also nicht von
Fettsiaure-Derivaten, unter physiologischen Bedingungen zu beweisen.
Schoenheimer und Rittenberg (39) fanden nach Gaben deuterierter Stearin-
sdure an Mause nach Ablauf einiger Tage in den Kérperfetten D-haltige
Palmitinsdure. Wir hydrierten die im Rapsél reichlich vorhandene
Erucasiure, welche in Stellung 13, 14- eine Doppelbindung aufweist, mit
schwerem Wasserstoff zu Deuterio- Behensiure und fiitterten deren Athyl-
ester wihrend einigen Tagen in kleinen Dosen an Ratten. Die Aufarbei-
tung der Gesamt-Fettsiuren der Tiere fiithrte zur Auffindung von D-
haltiger Stearin-, Ol-, Palmitin- und Myristinsidure; der f-oxydativ er-
folgende Abbau der C-Kette

Stearinsiure C C
> Lge > Lig

Csz —— s { Olsiure

ist damit auch fiir die natiirlichen Fettsduren bewiesen (40). Ob er weiter
itber die niederen Homologen, die bekanntlich im tierischen Depot- und
Organfett nicht anzutreffen sind, in analoger Weise verlduft, ist nicht
sicher. Es wird neuerdings angenommen, daf} sich Polyketosiduren bilden,
die anschliefend unter alternierender Abspaltung von C,-Bruchstiicken
zerfallen. Die Tatsache, daf} niedrige Fettsiuren wie Caprin-, Capryl-,
Capron- und Buttersdure nicht zur Ablagerung gelangen, schliefit ihre
Entstehung nicht aus und die Beobachtung von Breusch (41), daB
B,0-Diketo-capronsdure (XV) durch Lebergewebe leicht zu Acetessigsdure
(XVI) abgebaut wird: :

CH, - CO - CH, - CO - CH, - COOH ——» CH, - CO - CH, - COOH
(XV) (XVI)

zwingt nicht zur Annahme der generellen Bildung von Polyketosiuren
und ihrer Oxydation iiber das C,-Bruchstiick zu Acetessigsiure.

Wir diirfen den f-oxydativen Abbau hisherer Fettsiuren unter sukzes-
siver Abspaltung eines C,-Bruchstiickes und Entstehung einer um 2 C-
Atome kiirzeren Fettsiure als gesichert betrachten. Ob er bis zur volligen
Oxydation der C-Kette analog verlauft, steht nicht fest, vielleicht treten
mit zunehmender Verkiirzung letzterer im Sinne von Breusch Polyketo-
sduren auf, welche alternierend in C,-Bruchstiicke zerfallen. Hier sind
weitere Forschungen notwendig.
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Auch zur Aufklirung der Vorgénge, welche zur endgiiltigen Oxydation
des Cy-Bruchstiickes oder der Acetessigsiure zu CO, und H,O iiber den
Tricarbonsiurezyklus fithren, hat die Isotopentechnik in entscheidender
Weise beigetragen.

9. Zur Fettresorption

Die Ausniitzung eines Fettes im Darmkanal wird allgemein so ermit-
telt, da3 man nach bekannten Fettgaben den Lipidgehalt der Faeces
bestimmt und diesen Anteil als nicht resorbiertes Fett bezeichnet. Aus
einer Reihe von Beobachtungen folgt indessen, dafl die Fettsiure-
Zusammensetzung der Faeceslipide offenbar mit derjenigen des Nah-
rungsfettes nicht identisch ist. Deutlich beeintrichtigt wird die Resorp-
tion eines Fettes durch seinen Gehalt an héheren gesittigten Fettsiuren.
Angaben iiber das diesbeziigliche Verhalten der Stearin- oder Arachin-
saure beschrinken sich aber nur auf ermittelte Gesamt-Lipidgehalte der
Faeces, die einzelnen Komponenten wurden nicht isoliert, so daf} iiber
die Resorption der genannten Verbindungen in quantitativer Beziehung
keine Klarheit herrscht. Es erschienen uns daher Untersuchungen solcher
Verhiltnisse nicht zuletzt auch im Hinblick auf die praktische Bedeutung
des Problems fiir wiinschenswert. Wir fiitterten Ratten, die sich fiir eine
Ubertragung der Resultate auf die Vorginge beim Menschen in diesem
Falle als gute Versuchstiere erweisen, Behensédureithylester mit Olivensl
der Nahrung beigemischt, um den Einflull dieser 22 C-Atome aufweisen-
den Fettsiure auf die Fettresorption kennenzulernen. Die Isolierung der
Behensiure aus kleinen Mengen Faeceslipiden wiire indessen umstindlich
und quantitativ kaum durchfiihrbar gewesen. Wir nahmen daher Zu-
flucht zur Isotopentechnik und beniitzten eine signierte Behensiure.
Dadurch konnten wir, nach Bestimmung des D-Gehaltes der mit den
Faeces ausgeschiedenen Gesamt-Fettsiuren, den Anteil derselben an
Behensiure genau berechnen und deren Aufnahme im Darmkanal ein-
wandfrei ermitteln.

Wir fanden, daf} Behensidureithylester in Mengen von 4,9 bzw. 5,3 g
pro kg/die verabreicht zu 409, resorbiert wurde. Gemische mit Olivenol
im Verhiltnis von 1,4:1 oder 1:1 erfuhren eine Ausniitzung im AusmafQe
von 35 und 379%,. Die Beteiligung anderer Fettsiuren an den Faeces-
lipiden nahm in dem AusmafBe zu, als der Gehalt der Nahrung an Olivensl,
also Fett, grofler wurde. Die Ausniitzung eines Nahrungsfettes wurde
durch eine hohere gesittigte Fettsiure als Komponente insofern beein-
flufit, als letztere, teilweise zur Ausscheidung gelangend, die gleichzeitige
Exkretion anderer, sonst leicht resorbierbarer Fettsduren bedingt. Die
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Verwendung von Deuterio-Behensiure hatte diese Feststellungen sehr
vereinfacht. ;

Die selektive Exkretion hoherer gesittigter Fettsiuren konnten wir
auch in Versuchen am Gallenfistelhund beobachten (43). Nach Gaben
eines durch Hydrierung mit schwerem Wasserstoff gewonnenen, also
hauptsichlich in der Stearinsiure markierten Fettes an einen Hund mit
gut funktionierender Gallenfistel, fanden wir in den Lipiden der vollig
acholischen Faeces, Fettsiuren mit hoheren D-Gehalten alsim Nahrungs-
fett. Das Tier erhielt in zwei Versuchen 1,3 und 1,4 g Fett pro kg/die,
welches zu etwa 709, resorbiert wurde.

Schoenheimer u. Mitarb. (44) hatten nach Verabreichung eines gleich-
falls durch Deuterierung gewonnenen signierten Fettes an Gallenfistel-
patienten in den Faeces Fettsiduren mit bedeutend niedrigerer D-Konzen-
tration angetroffen. Aus diesen Befunden wurde geschlossen, die bei
Abwesenheit der Galle stark vermehrt auftretenden Faeceslipide stamm-
ten nur zu einem geringen Teil aus dem Nahrungsfett, vielmehr in der
Hauptsache aus in das Darmlumen sezerniertem Depotfett. Man wiire
somit versucht anzunehmen, die Rolle der Galle bzw. der Gallensiduren
bestiinde in erster Linie in einer Verhinderung der Fettsekretion in den
Darm und nicht in einer direkten Begiinstigung der Resorption des
Nahrungsfettes. Unsere Versuche am Gallenfistelhund, welche die bereits
von Munk im Jahre 1890 erhobenen Befunde, da3 auch in Abwesenheit
der Galle 709, des Nahrungsfettes ausgeniitzt werden, bestitigten,
lieBen keine Riickschliisse auf eine Sezernierung von Depotfett in das
Darmlumen zu. Die Faeceslipide stellten modifiziertes Nahrungsfett dar.
Eine Beteiligung der Galle an der Fettresorption im Sinne einer Ver-
hinderung der Sezernierung von Depotfett in den Darm ist durch weitere
Versuche sicherzustellen. Wenn auch die Verhiltnisse beim Gallenfistel-
hund und beim Gallenfistelpatienten nicht die gleichen zu sein brauchen,
scheint es uns, gestiitzt auf unsere eigenen Versuche, verfriiht, in den bei
Abwesenheit der Galle immer wieder beobachteten Fettausscheidungen
mit dem Kote etwas anderes als modifiziertes Nahrungsfett zu sehen.

10. Uber die Herkunft der Lipide in Kérperergiissen

Wir hatten Gelegenheit, den schweren Wasserstoff auch fiir klinisch-
diagnostische Zwecke zu verwenden (45). Ein 45jihriger Kranker zeigte
schwere Ergiisse, die eine regelmiflige Entlastung der Pleura- und Peri-
tonialhohle notwendig machten, wobei milchig aussehende, stark fett-
haltige Punktate erhalten wurden. Es bot sich die Moglichkeit, diese Aus-
scheidungen wihrend lingerer Zeit chemisch zu untersuchen. Im Ver-
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laufe von 127 Tagen erhielten wir 56 Pleura-Punktate (59 Liter) und
23 Ascites-Proben (65 Liter) mit ziemlich regelméBigem Fettgehalt, der
im Mittel pro 100 cm? 1,416 bzw. 1,271 g betrug. Diese Ausscheidung von
Lipiden war wenig abhingig von der Ernihrung. Enthielten die Ergiisse
Chylus oder stammte das Fett aus anderen Quellen ? Nach Gaben einer
bestimmten Menge deuterierten Fettes an den Kranken waren sowohl
die Lipide aus den Pleura-Punktaten als diejenigen aus dem Ascites
deuteriumhaltig. Damit war bewiesen, daBB Nahrungsfett vorlag. Dieser
Befund wurde erginzt durch Verabreichung von Butterfett an den
Patienten, das durch seinen Gehalt an Laurin- und Myristinsiure vom
menschlichen und tierischen Depotfett deutlich verschieden ist. Diese
beiden Komponenten waren in den Gesamt-Fettsduren der Ergiisse etwa
im selben Ausmafle vorhanden wie im Butterfett, wiihrend niedermoleku-
lare Siauren wie Buttersédure und Capronsiure fehlten. Die chylése Natur
der Hohlenergiisse war damit eindeutig sichergestellt.

11. Anwendung der Isotopen-Verdiinnungsmethode

Auch fir analytische Zwecke kann die Isotopentechnik recht gute
Dienste leisten. Quantitative Untersuchungen von biochemischem
Material vielseitiger Zusammensetzung sind mit den iiblichen Methoden
oft schwierig durchzufithren. Beispielsweise ist die Analyse eines Fett-
gemisches, d. h. die exakte Ermittlung der Fettsiure-Zusammensetzung,
sehr zeitraubend und nur bei geniigend grofBen Mengen Ausgangsmaterial
durchfiihrbar.

Es interessierte uns die Frage, ob das menschliche Knochenmark auf
Grund seines chemischen Aufbaues als ein Depotfett oder ein Organfett
anzusprechen sei. Nach den Literaturangaben wiire, gestiitzt auf die
angefithrten hohen Phosphatidgehalte, letzteres der Fall gewesen. Wir
sammelten von zahlreichen Leichen unmittelbar nach dem Tode Proben
des Fettmarkes, wie es aus dem Diaphysen-Inhalt des Femurs erhiltlich
war, ferner Proben des subcutanen, mesenterialen und Netz-Fetigewebes.
Unter anderem bestimmten wir in den Fettsiduren aus den gewonnenen
Lipiden den Stearinsiuregehalt nach dem Verfahren der Isotopenverdiin-
nung von Rittenberg (43). Zu diesem Behuf fiigten wir einer gewogenen
Menge des Fettsduregemisches eine bestimmte Quantitit Deuterio-
Stearinsdure zu. AnschlieBend wurde methyliert und das Estergemisch
fraktioniert destilliert, wobei wir uns lediglich auf die Gewinnung einer
Probe reiner Stearinsidure und die Ermittlung ihres Deuteriumgehaltes
zu beschrinken brauchten. Aus der eingetretenen Isotopenverdiinnung

lieB sich nach der Gleichung

424



‘<

(2.

wobei x = Menge der zugefiigten Stearinsiure
¢y = D-Gehalt der zugefiigten Stearinsiure
¢ = D-Gehalt der isolierten Stearinsiure
y = Menge der im Gemisch urspriinglich vorhandenen Stearinsiure

bedeuten, der gesuchte Stearinsiuregehalt berechnen. Unsere Ergebnisse
fiihrten zur SchluBfolgerung, daBl menschliches Knochenmarkfett auf
Grund seines chemischen Aufbaues ein Depotfett darstellt und von den
iibrigen Depotfetten nicht unterschieden ist (44).

Zusammenfassung

Es wird eine Ubersicht eigener Arbeiten auf dem Gebiete des inter-
medidren Stoffwechsels unter Anwendung von Deuterium als Indikator
gegeben. Der schwere Wasserstoff kann als Signierungsmittel auf breiter
Basis verwendet werden.

Summary

A survey is given on the authors own research-work with respect
to the intermediate metabolism with Deuterium as tracer element.
Heavy Hydrogen as a label can be applied on a wide scale.
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