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Wissenschaftliche Sitzung vom 21. September 1949
in Basel |

D.K. 612.015.3

Der Stoffwechsel der Essigsiure im tierischen Organismus

Von Karl Bernhard, Basel

Stoffwechseluntersuchungen mit Hilfe der Isotopen als Indikatoren
haben als Ergebnis von fundamentaler Bedeutung den dynamischen
Zustand der Korperbestandteile erkennen lassen. Mit erstaunlicher
Rapiditit werden sowohl «grofle» als «kleine Molekiile» von der leben-
den Zelle auf- und abgebaut, deren Stabilitit durch die exakte Aus-
balancierung exergoner und endergoner Reaktionsfolgen bedingt ist.

Dank der Isotopentechnik sind wir heute in der Lage, auch das Schick-
sal der kleinen Bausteine der Zelle zu verfolgen und ihre Beteiligung am
Aufbau der letzteren festzustellen. So haben Rittenberg und Mitarb. (1)
von einer einfachen Aminosiure, dem Glykokoll, gezeigt, dafl es zur Syn-
these des Glutathions, des Kreatins, der Protoporphyrine und der Purine
verwendet wird und ferner in Serin und Cystein iibergehen oder als
NH,-Donator zur Bildung anderer Aminoséiuren dienen kann.

Obwohl in der Essigsdure ein Intermediirprodukt des Stoffwechsels
vermutet wurde, war ihre Rolle innerhalb desselben bis vor kurzem un-
bekannt. Das mag nicht zuletzt auch daher rithren, dafl ihr Nachweis und
ihre quantitative Bestimmung erschwert sind und die Auffindung wesent-
licher Mengen dieser Verbindung im tierischen Organismus nie gelang.

Ihre Entstehung wurde indessen sowohl von Knoop (2) und Dakin (3)
beim f-oxydativen Abbau der Fettsiuren vorausgesetzt. Theoretische
Uberlegungen fithrten zur Annahme, das abgespaltene C,-Bruchstiick
wiire Essigsidure, was indessen nicht bewiesen werden konnte. Auch als
Intermediirprodukt des Kohlenhydratstoffwechsels, etwa durch Bildung
aus Brenztraubensiure, wurde an Essigsiure gedacht. SchlieBlich stellte
man sich auch den Abbau gewisser Aminosiuren zu Essigsiure vor.

Das Studium des Essigsdurestoffwechsels blieb indessen in der Haupt-
sache auf die zu den Entgiftungsreaktionen gezihlten Acetylierungen
kérperfremder Amine beschrinkt, Vorginge, die im Zusammenhang mit
der therapeutischen Anwendung der Sulfanilamide auch praktisches
Interesse gewannen (Klein und Harris, Miescher und Zehnder). Das Aus-
maf} dieser Acetylierungen ist weitgehend von der Tierart und von der
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Beschaffenheit und Menge der aufgenommenen Verbindungen abhingig.
Es gelang indessen nicht, durch Fiitterungsversuche die Natur des Acetyl-
donators aufzukliren, da letzterer im Stoffwechsel in viel gréBeren Mengen
zur Verfiigung steht, als fiir die Acetylierung koérperfremder Amine
benotigt werden. Durch Zugabe von Essigsidure, Brenztraubensiure
oder Acetessigsdure zur Nahrung konnte eine wesentliche Beeinflussung
nicht erwartet werden; die Ergebnisse solcher Versuche sind daher auch
widersprechend, indem gefunden wurde, dal Acetatgaben die Acety-
lierung sowohl steigern als auch senken. Klein und Harris (4) bewiesen die
Acetylierung von Sulfanilamid in vitro durch Schnitte von Ratten-
lebern und beobachteten erhdhte Ausbheuten an Acetylsulfanilamid bei
gleichzeitigen Zusitzen von Salzen der Essig-, Brenztrauben-, Milch-
und Acetessigsiure.

Wir konnten zeigen, dal die Acetylierungen durch Essigsiure erfolgen
und damit in prinzipieller Weise auf die Bedeutung dieser Verbindung
im Intermedidrstoffwechsel hinweisen. Das Studium der Acetylierungen
mit signierten Verbindungen war fiir die Erforschung des Essigsiaure-
stoffwechsels von grolem Werte (5).

Nach Fiitterung von Deuterioessigsiure und von Sulfanilamid an
Kaninchen (6) enthielt das im Harn ausgeschiedene Acetylsulfanilamid
in der Acetylgruppe schweren Wasserstoff, womit die Beteiligung der
Essigsdure an diesem Vorgang bewiesen war: -

NH, SO, -C,H,-NH, + HOOCCH, —> NH, SO0, -C,H, - NHCOCH,

Die Tiere erhielten pro 1 g Sulfanilamid 1,05 g Deuterioessigsiure.
Die Acetylverbindungen wurden weitgehend quantitativ isoliert. Die
experimentellen Daten ergeben sich aus der Tab. 1.

Tab. 1. Fiitterung von Sulfanilamid und Deuterioacetat
(6,06 -+ 0,15 Atom-%, D) an Kaninchen.

Acetylverbindung
. | Sulfanilamid .
Tier-Nr. . o — A;omA% D in
in %, | der cetyl-
gruppe

1 220 30,2 0,30
2 398 29,3 0,97
2 398 36,0 0,76
3 424 29,7 0,53
4 615 33,3 1,13
5 574 34,7 0,33
6 474 27,8 0,83

: ;
H=H+D
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Auf Grund der eingetretenen Isotopenverdiinnung kann berechnet
werden, daf} sich die verfiitterte Deuterioessigsiure zu 5, 16, 13, 9, 19,
5 und 14, im Mittel zu 129, an der Acetylierung beteiligte. Auch ein
Selbstversuch fithrte zu einem analogen Resultat; die Acetylgruppe
wies 0,56 Atom-9, D auf, die Beteiligung der Essigsiure betrug 99%,.
Nach Fitterung von p-Amino-benzoesiure und Deuterioessigsiure
(8,1 + 0,15 Atom-9%, D) an ein Kaninchen enthielt der Harn p-Acetyl-
aminobenzoesiure mit einem Gehalt der Acetylgruppe an Deuterium
von 0,54 Atom-9.

Es stand somit fest, dafl Acetylierungen kérperfremder Amine mit
Essigsdure erfolgen. Da letztere dem Tierkérper aus verschiedenen
Quellen zur Verfiigung steht, ist die beobachtete Isotopenverdiinnung
begreiflich. Wir versuchten, ob Bernsteinséure einen Acetyldonator dar-
stelle, fanden aber nach Gaben von Deuteriobernsteinsiure und Sulf-
anilamid an Kaninchen im Acetylsulfanilamid keinen schweren Wasser-
stoff (7). Wenn bei der Dehydrierung zu Fumarsiure der schwere
Wasserstoff nicht vollig ausgetauscht wird, kann geschlossen werden,
der Abbau der Bernsteinsiure fithre nicht zu einem Acetyldonator.
Essigsdurebildung aus Bernsteinsidure treffen wir nach Slade und Werk-
man (8) bei gewissen Bakterien an.

Bereits 1910 wies Knoop auf die Méoglichkeit der Entstehung von
Acetylderivaten als Intermediirprodukte der Aminosiuresynthese in
vivo hin, Vorstellungen, die in der Folge durch Arbeiten von du Vigneaud
und Mitarb. erweitert wurden. Wir hatten in fritheren Untersuchungen
festgestellt (9), daB 1-, p- oder pr-Hexahydrophenylalanin acetyliert
ausgeschieden werden, und versuchten die Beteiligung der Essigsidure an
der Acetylierung von Aminosiuren an diesem Beispiel zu beweisen (10).
Tatsdchlich erwies sich die nach 1- oder p-Hexahydrophenylalanin-
und Deuterioessigsiure-Gaben an Hunde ausgeschiedene Acetyl--
hexahydrophenylamino-propionsdure als deuteriumhaltig.

C,H,,-CH,-CH.COOH - CH,COOH —> C,H,,CH,CH.COOH
| ' | .
NH, NHOCH,

Aus den D-Gehalten der Acetylgruppe lieB sich berechnen, da} sich
die verfiitterte Deuterioessigsiure zu 13, 18, 25 und 19 an der Acety-
lierung beteiligte.

Essigsiure erwies sich somit zur Acetylierung zweier verschiedener
Typen von Aminen, des Sulfanilamids bzw. der p-Aminobenzoesiure
einerseits und des Hexahydro-phenylalanins andererseits als adéiquat
wirksamer Acetyldonator, und es darf geschlossen werden, dal Essig-
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Tab. 2. Fiitterung von Hexahydrophenylalanin und Deuterioessigsiure an Hunde.

Hexahydro- T g
phenylalanin Deuterioessigsiure Acetylverbindung
Hund -0
: g St L Ausbeute
mg/kg/die | Atom-% D | mg/kg/die | der Acetyl- o
gruppe ©

A L- 73 7,8 146 0,76 28,1
B L- 87 8,7 174 1,14 26,8
A L- 69 8,7 207 1,64 9,8
B D- 85 7,8 169 1,14 32,5

sdure iiberhaupt die Hauptquelle fiir die Acetylgruppen bei solchen Re-
aktionen darstellt.

Wir haben schlieBlich im Aethylalkohol einen weiteren Acetyldonator
feststellen konnen und damit den sicheren Beweis der Oxydation des
Aethanols im Tierkérper iiber Essigsdure als Intermediirprodukt er-
bracht (11). Alkohol wird bekanntlich selbst in groflen Dosen rasch
abgebaut, im Harn sind lediglich die fliichtigen Sauren leicht vermehrt.
Die Oxydation 14t sich folgendermallen formulieren:

CH, CH,0H —> CH,CHO —-> CH,COOH

Es bestand durch Verwendung von Deuterioalkohol CD;CD,OH bei
gleichzeitigen Gaben von Sulfanilamid die Méglichkeit, intermediir
entstehende Essigsiure auf Grund ihrer Beteiligung an der Acety-
lierung des Sulfanilamids nachzuweisen. Wie aus folgender Tabelle er-
sichtlich ist, schieden Kaninchen, denen mit der Schlundsonde Deu-
terioalkohol und Sulfanilamid gegeben wurde, ein D-haltiges Acetyl-
produkt aus: '

Tab, 3. Fiitterung von Deuterioalkohol und Sulfanilamid
(1,6 + 2,0 g in 48 Std.) an Kaninchen.

Ka- Alkohol Acetylverbindung
nimn- | Atom-% D
chen | . o/kg/die | Atom-% D | Ausbeute % | der Acetyl-
Nr. P—

1 204 11,0 42,5 1,60

2 410 11,0 43,0 1,43

3 328 11,0 _ 1,43

4 300 11,0 29,7 0,86

5 381 10,5 23,4 0,90

6 313 10,5 27,9 1,16

6 315 10,5 34,6 1,37

6 313 10,5 33,6 1,50
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Die intermedidr gebildete Essigsiure beteiligte sich in 8 Versuchen
zu einem Sechstel bis zu einem Drittel, d. h. zu 29, 26, 26, 16, 17, 22, 26
und 299, an der Acetylierung, also bereits in einem wesentlichen Aus-
mafle. Es scheint somit die in vivo aus dem Alkohol entstehende Essig-
sdure sei reaktionsfihiger als die zugefilhrte. Der Abbau des Alkohols
im Tierkorper iiber Essigsiure als Zwischenprodukt ist damit bewiesen.

Unsere Versuche, die wir durch die Unméglichkeit der Beschaffung
von deuterierten Verbindungen und schwerem Wasser im Kriege unter-
brechen muflten, wurden durch amerikanische Autoren weitergefiihrt
und bestitigt (12, 13).

Die Feststellung, dafl Essigsdure an den Acetylierungen teilnimmt,
bot die Méglichkeit, der Essigsdurebildung im Tierkérper nachzugehen.
Aus der beobachteten Isotopenverdiinnung schlossen wir, dafl der Acetyl-
donator aus einem Gemisch von Nahrungsessigsiure und endogener
Essigsiure bestand. Die als Acetylverbindung im Harn ausgeschiedene
Essigsiiure durfte demnach als ein reprisentativer Vertreter der im
Organismus selbst vorhandenen Essigsiure betrachtet werden. Bloch
und Rittenberg (14) berechneten auf Grund des Isotopenverdiinnungs-
faktors die im Tierkérper sich bildenden Essigsiuremengen und fanden
fiir Ratten Werte von 0,9 bis 1,2 g pro 24 Stunden und 100 g Gewicht,
d. h. also approximativ eine Essigsdureproduktion von 1%, des Korper-
gewichtes. Ratten erhielten mit Phenylaminobuttersiure deuterierte
Essigsdure, welche zudem in der COOH-Gruppe mit C!2 signiert war.
Das Verhiltnis C123: D war in der verfiitterten Sidure und im ausgeschie-
denen Acetylprodukt dasselbe, der Wasserstoff der Methylgruppe der
Essigsidure tauscht nicht aus. Da die Essigséure die Hauptquelle der fur
die zur Acetylierung korperfremder Amine benétigten Acetylgruppen
darstellt, diirften andere Acetyldonatoren die Berechnungen kaum be-
einflussen; da ferner die Isotopenkonzentration der ausgeschiedenen
Acetylverbindungen sich als direkt proportional der verabreichten
signierten Essigsiure erweist, findet offenbar keine Bevorzugung der
exogenen oder endogenen Essigsiuren, vielmehr eine rasche Durch-
mischung beider statt. Nach Klein und Harris (4) erfolgt die Acetylie-
rung in der Leber, der als Acetylverbindung ausgeschiedene Essigsiiure-
anteil wiirde daher nur Riickschliisserauf den Essigsidurestoffwechsel der
Leber erlauben, die extrahepatogen durch Fettsiureoxydation ent-
stehende Essigsiure wire nicht erfat. Lorber und Mitarb. (15) fanden
indessen bei der Herzperfusion mit signierter Essigsdure eine Verdiin-
nung derselben durch endogenes Acetat, die den fiir die Ratte berech-
neten Essigsédurebildungen entspricht.

Wohl die erste Voraussetzung fiir eine mengenmifBig bedeutsame
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Essigsdurebildung im Tierkorper ergab sich, wie bereits erwihnt, aus
den Versuchen von Knoop iiber den Abbau phenylsubstituierter Fett-
sdauren. Der Beweis, daBl durch  $-Oxydation Essigsdure abgespalten
wird, gelang indessen erst Bloch und Rittenberg, welche deuterierte
Fettsduren mit iiber die ganze C-Kette verteiltem schwerem Wasserstoff
herstellten (12, 16). Wurde Deuterio-Myristin-, -Butter-, -Valerian-
oder -Isovaleriansdure gleichzeitig mit Phenylaminobuttersdure an
Ratten verfiittert, so schieden dieselben im Harne Acetyl-phenyl-
aminobuttersdure mit D-haltiger Acetylgruppe aus. Die Cy-Bruchstiicke,
welche aus den signierten Fettsiduren abgespalten werden, verhielten
sich demnach wie Essigsiure.

CH,-CH,-CH, - CH, .CH,CH,.CH, . CH, - CH, . CH, - CH, . CH, - CH, . COOH

C,H,CH,CH,.CH.COOH — > C,H, CH,CH,CH .COOH
| HOOC-CH, | .
NH, NHOC . CH,

Dieselbe wird als Intermediirprodukt des Fettstoffwechsels im Tier-
kérper dauernd gebildet, ohne dafl es indessen zu einer Anreicherung
kime. Gewissermallen als ein Stabilisierungsprodukt kann die Acet-
essigsidure betrachtet werden. Schon Loeb und Friedmann beobachteten
nach Durchstrémung der Leber mit Essigsiure das Auftreten von Acet-
essigsiure. Swendseid und Mitarb. (17) erbrachten endgiiltige Beweise:
Sie verfiitterten hungernden Ratten signiertes Acetat und fanden in
der Acetessigsiure des Harnes den schweren Kohlenstoff auf. Auch
Bebriitung von Leberschnitten mit solchem Acetat fiithrte zu isotopem
Kohlenstoff sowohl in der Carbonyl- als auch in der Carboxylgruppe
der Acetessigsiure.

CH;C*00H —> CH;C*®*0CH,C*¥*00H

SchlieBlich isolierten Weinhouse, Medes und Floyd (18) nach Be-

briitung von signierter Caprylsiure Acetessigsdure mit gleichmaBiger

Verteilung des C13 in der CO- und COOH-Gruppe.
CH, - CH, CH, CH, CH, CH, CH, C* 00H —> CH, ' OCH, C** 00H

Ohne Zweifel entsteht die Acetessigsiure nicht direkt aus der Capryl-
siure, welche vielmehr in C,-Bruchstiicke zerfillt, aus denen sich er-
stere aufbaut. Auch Buttersidure verhilt sich in solchen Versuchen wie
die Caprylsidure (19).

In der Leber und auch in der Niere kann also ein groBer Teil zugesetz-
ten Acetates in Acetessigsidure umgewandelt werden (20). Trotzdem ist
diese Ketosdure, welche bekanntlich beim Diabetiker in wesentlichen
Mengen auftreten kann, kein unbedingtes Intermedidrprodukt der
Essigsdureoxydation. Auf Grund der Isotopenverteilung zu schlieflen,
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wird von der Niere nur etwa die Hiilfte Acetat iiber Acetessigsiure ab-
gebaut. Im Herzmuskel entsteht bei der Oxydation der Essigsiiure keine
Acetessigsdure. Medes und Mitarb. stellten sich vor, es wiirde im Gewebe
aus Essigsiure eine «aktive Form» gebildet und iiber den Zitronen-
siurecyclus abgebaut, wihrend in der Leber und Niere infolge Mangels
an Oxalessigsidure Acetessigsiure entstiinde und erst spiter, nach Auf-
spaltung in aktive Essigsdure, dasselbe Schicksal erleide. Breusch (21)
glaubt indessen, der Fettabbau verlaufe in der Leber generell zu Acet-
essigsdure, welche im peripheren Gewebe weiter oxydiert werde durch
direkte Kondensation der Oxalessigsidure.

Das Studium der Fettsdureoxydation wurde erleichtert durch die
Beobachtungen von Leloir und Munoz (22), daBl auch Leberbrei und
Leberhomogenat gesiittigte Fettsiuren abzubauen vermégen. Aus-
gehend von der Caprylsiure als Substrat priifte Lehninger (23) die fiir
den Abbau verantwortlichen Enzymsysteme und stellte fest, daf} in
Gegenwart von Malonat aus der Caprylsidure quantitativ Acetessigsiure
gebildet wird, bei Zugabe von Fumarat indessen Zitronensiure. Hin-
gegen bildet sich aus Acetacetat und Oxalacetat mit den untersuchten
Enzympriparaten, denen, wie schon Leloir zeigte, anorganisches Phos-
phat, Mg- oder Mn-Salze, ATP und Cytochrom ¢ zugegeben sind, keine
Zitronensidure. Man hat also auch aus diesem Verhalten wieder einen
Hinweis, daBl aus den Fettsduren ein reaktionsfihiger C,-Kérper,
«Essigsiure», entsteht, der mit Oxalacetat zu Zitronensiure kondensiert.

Jedenfalls mufl die Essigsiure in einer aktiven Form vorliegen, da
eine bestimmte Oxydationsenergie fiir ihre Umwandlung zu Acet-
essigsiéure oder fiir die Kondensation mit Oxalessigsédure erforderlich ist.
Was in Reaktion tritt, ist offenbar ein auf der gleichen Oxydations-
stufe der Essigsiure liegendes C,-Bruchstiick, z.B. eine Verbindung der
Essigsédure mit Phosphorsiure. Lipmann (24) hat auf das Acetylphosphat
hingewiesen, und neuere Untersuchungen lassen vermuten, das Cofer-
ment A spiele eine Rolle. ‘

Essigsdure kann aber auch aus anderen Quellen als den Fetten ge-
bildet werden. Schon Long und Peters (25) beobachteten bei der De-
carboxylierung der Brenztraubensiure im Hirnbrei ven Tauben die
Entstehung von Essigsidure. Long (26) fand unter aeroben Bedingungen
259%, der abgebauten Brenztraubensiure als Essigsdure vor. Leber-
priaparate vermogen, wie Lehninger (27) zeigte, Brenztraubensiure bei-
nahe quantitativ in Acetessigsdure iiberzufiithren. Schliefilich ist von vie-
len Aminosduren, vor allem den essentiellen, bekannt, da3 sie keto-
plastisch wirken, d. h. zu Acetessigsdure abgebaut werden, womit der
Anschluf} an das C,-Bruchstiick gegeben ist.
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Den Abbau der Essigsiure hatte man sich frither immer iiber die
Bernsteinséure verlaufend vorgestellt, in dem Sinne, dal zwei Mole-
kiile Essigsdure ein Molekiil Bernsteinsiure bilden, dessen weitere Oxy-
dation itber Fumarsiure-Apfelsiure bekannt war.

Bereits Wieland und Sonderhoff (28) fanden unter aeroben Bedmgun-
gen mit Hefe aus Acetat Bernsteinsiure- und Zitronensiurebildung, und
die Isotopenversuche von Sonderhoff und Thomas (29) ergaben, dafl
trideuterierte Essigsiure zur Entstehung zweifach deuterierter Zi-
tronensiure fihrt. Aus den Untersuchungen von Elliott und Mitarb.
(30) war die Fihigkeit der Niere, der Leber, des Hirns und der Hoden
zu Acetatoxydation bekannt, Elliott und Greig (31) hatten in Versuchen
mit Nieren- und Leberschnitten bereits Bernsteinsiure nachweisen
kénnen. Von grofler Bedeutung war die Beobachtung der Hemmung
dieses Acetatabbaues durch Malonat, da bekannt war, daf letzteres in
spezifischer Weise die Bernsteinsiurehydrogenase beeinfluf3t.

Knoop und Martius gelang 1936 (32) die Synthese der Zitronensdure
aus Brenztraubensdure und Oxalessigsiure, ein Reaktionsverlauf, von dem
angenommen werden durfte, er konnte sich auch in vivo abspielen.
Eine Reihe von Forschern, besonders Krebs und Mitarb. ferner Breusch,
vermochten in der Folge nachzuweisen, dafl im sogenannten Tri-
carbonsiurezyklus oder Zitronensdurezyklus ein allgemeiner, prinzi-
piell giiltiger Abbauweg zur Oxydation der C,-Kérper im lebenden
Organismus vorliegt. Offenbar ist fiir die Zelle der direkte, die Sprengung
der C-C-Bindung bewirkende oxydative Angriff auf den C,-Kérper un-
moglich oder sehr schwierig. Es gelingt ihr das nur auf einem weiten
Umweg der mit der Kondensation des C,-Bruchstiickes — der «aktiven
Essigsiaure» — mit Oxalessigsiure beginnt und uber Zitronenséure,
Isozitronensiure zu a-Ketoglutarsiure fithrt. Letztere kann zu Bern-
steinsdure decarboxyliert werden, wobei iiber Fumarsiure-Apfelsiure er-
neut Oxalessigsdure entsteht. Das Resultat dieses Kreisprozesses ist
demnach die vollstindige Verbrennung der C,-Kérper, d. h. der aktiven
Essigsidure, welche sowohl aus den Fetten, den Kohlehydraten, als auch
aus dem Eiweifl entstehen kann, zu Kohlensiure und Wasser (vgl.
Tab. 4 [33] [34]).

Genauere Kenntnisse iiber die chemischen Vorginge der Fettsynthese
in vive besitzen wir noch nicht, auch in fermentativer Hinsicht ist dies-
beziiglich wenig bekannt. Neuere Untersuchungen machen die Annahme
sehr wahrscheinlich, der Aufbau der Fettsiureketten erfolge durch
multiple Kondensation eines C,-Bruchstiickes, das sich z.B. durch
Oxydation der Brenztraubensiure ergeben konnte. Stetten und Schin-
heimer (35) bewiesen nimlich die Verlingerung der C-Kette um zwei
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C-Atome, indem sie nach Fiitterung von Deuteriopalmitinsiure an
Ratten Deuteriostearinsiure auffanden. Klem (36) konnte nach Gaben
von Deuteriolaurinsiure aus den Fettdepots der Ratten D-haltige
Myristin-, Palmitin- und Stearinsdure isolieren. Bereits 1932 beobach-
teten Smedley-MacLean und Hoffert (37) die Bildung von Fett aus Acetat
durch Hefe; Versuche von Sonderhoff und Thomas (38) unter Verwen-
dung von Deuterioacetat und von White und Werkman (39) mit

Tabelle 4
Fette —————— Eiweif iy Kohlenhydrat
| | i |
U TS & X0 — 2H(+H,0) v
[B-Ketosiduren, Acetessigsiiure] — Essigsiure — Brenztraubensiure
— LU,
(— H,;PO,) ? || + ATP + ATP —2H(4+H3P0,)?
| —CO, 9
caktivierte Essigsdaure»
1 — H,0
Oxalessigsiure Zitronensiure . (Cis-Aconitsiure
| H,0
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CH,C1300H ergaben eine starke Zunahme der Fettbildung durch Acetat
und fiir die gebildeten Fettsiuren stets viel hohere Isotopengehalte als
fur die Kohlenhydratanteile der Hefe, so dal} ein direkter Einbau der
Essigsiure in die Fettsiuremolekiile ohne Umweg iiber ein Kohlenhydrat-
Intermedidrprodukt angenommen wurde. Baker, Kamen und Born-
stein (40) fanden, dal Butter- und Capronsiure, welche in Gegenwart
carboxylsignierter Essigsiiure durch ClL kluyveri gebildet wurden, C13
in den Kohlenstoffatomen 1 und 3 bzw. 1,3 und 5 enthielten. Diese Be-
funde lassen eine Kondensation zu Acetessigsdure und nachfolgende
Reduktion der Ketosiure annehmen. Aus Carboxyl-signierter Butter-
siure wurde in Gegenwart von gewoéhnlichem Acetat Capronsiure ge-
bildet, die nicht in der Carboxylgruppe, sondern am f-C-Atom den
schweren Kohlenstoff aufwies:
CH,CH, CH,C*00H - CH,COOH —- CH, CH,CH, C'*H, CH, COOH
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Die Verlingerung der C-Kette erfolgte also von der Carboxylgruppe
der Buttersiure aus.

Die Verwendung der Essigsiure zur Feitsynthese beim Tier bewiesen
Rittenberg und Bloch (41), indem sie Natriumacetat mit hohen CI3-
Gehalt der Carboxylgruppe und D-Gehalt der Methylgruppe wihrend
8 Tagen an Miuse verfiitterten. Ferner erhielten junge Ratten wihrend
-3 Tagen mit kohlenhydratreicher Nahrung C-signierte Essigsiure. Die
Aufarbeitung der Tiere fithrte zu Fettsiuren mit merklichen C'3- und
D-Gehalten. Ein Einbau von durch Essigsiureoxydation entstehender
Kohlensiure in die Fettsiuren konnte ausgeschlossen werden ; auf Grund
der (13- und D-Verteilung ist zu schliefen, dafl beide C-Atome der Essig-
sdure zur Fettbildung verwendet wurden. Es 1iBt sich die Fettsidure-

synthese aus «Essigsdure» als Baustein folgendermaflen formulieren:

CH,COOH + CH,COOH —> CH,COCH,CO0H ——*2 5 ¢H,CH,CH,COOH

+ CH,COOH — > CH, CH, CH,COCH, c00H —*! . cH, cH, CH, CH, CH, COOH
usw,
Versuche mit signierter Essigsiure ergaben, daB dieselbe auch fiir
die Glukose Kohlenstoffatome in allen Stellungen der Hexosekette
liefern kann. Buchanan und Mitarb. (42), ferner Lorber, Lifson und Wood
(43) fanden nach Fiitterung von isotoper Essigsiure aktives Glykogen,
aus dem in allen C-Atomen radioaktiven Kohlenstoff enthaltende Glukose
isoliert wurde. Es ist aber kaum anzunehmen, daf} Acetat direkt Hexose
bildet, vielmehr diirfte seine Beteiligung am Kohlenhydrataufbau iiber
den Tricarbonsdurezyklus verlaufen.
Auch fiir den Aufbau der Pyrrolfarbstoffe, d. h. der Protoporphyrine
bestitigt sich die Feststellung, daf} es immer kleine Bruchstiicke sind,
welche als Bausteine der Synthesen in vivo dienen. Nicht das Prolin

oder die aus Glutaminsiure mogliche Pyrrolidincarbonsiure, in denen
der Pyrrolring schon vorgebildet ist, sind, wie man annahm, Ausgangs-
verbindungen der Synthese, sondern die Aminoessigsiure, die Brenz-
traubensiure, Milchsdure und Essigsdiure (44).

Nach Fiitterung von Deuterioacetat enthilt aus den Erythrocyten
isoliertes Hdmin schweren Wasserstoff; werden die Versuche auf lingere
Zeit ausgedehnt, so ist dessen D-Konzentration betrichtlich. Mit Hilfe
von (C-signiertem Acetat konnte gezeigt werden, dall sowohl der Methyl-
als der Carboxylkohlenstoff der Essigsdure am Aufbau des Hémins teil-
nehmen, wobei die Isotopenkonzentration nach Fitterung von
C14H,COONa bedeutend hoher ist als nach CH;C*OONa. Es steht heute
vor allem durch die Untersuchungen von Shemin und Riittenberg (44) fest,
dal mindestens 22 C-Atome des Protoporphyrins aus Bausteinen, wie
Glykoll und Essigsdure, stammen. ' |
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Essigsidure beteiligt sich auch am Aufbau der Harnsiure. Untersu-
chungen mit Hilfe signierter Verbindungen haben auf dem Gebiete des
Purinstoffwechsels in letzter Zeit zu zahlreichen neuen Erkenntnissen
gefithrt. Sonne, Buchanan und Delluva (45) erbrachten durch Fiitterung
von C130,, HCOOH, CH,C¥*00H, NH,CH,C300H, C¥H,C3H(OH)
COOH und CH,CH(OH)C»®*OOH an Tauben wertvolle Ergebnisse iiber
die Herkunft der Kohlenstoffatome der Harnsiure. Der Carboxyl-
kohlenstoff der Essigsiure liefert die Ureido-C-Atome in Stellung 2 und

8 des Trioxypurins:
HN=C—OH

|

HO—C* C—N
[ >C*—0H
N—C—Nfg

Es ist heute noch nicht méglich, auf Grund der vorliegenden ex-
perimentellen Daten iiberzeugende Formulierungen fiir die Synthese
der Harnsdure zu geben, von Interesse ist indessen, da} sich unter den
Abbauprodukten der Harnséuregirung durch Clostridium acidi urici Am-
moniak, CO,, Essigsidure und kleine Mengen Aminoessigsiure finden (4.6).

Von dem im Tierkérper sehr verbreiteten Cholesterin wurde auf Grund
von Bilanzversuchen angenommen, es werde in vivo synthetisiert, wo-
bei man als Ausgangsverbindungen z. B. an Oelsiure oder Squalen
dachte. Bereits 1937 wiesen Rittenberg und Schinheimer (47) auf die
Wahrscheinlichkeit der Cholesterinbildung aus kleinen Bruchstiicken
des Fett- und Kohlenhydratstoffwechsels hin. Sonderhoff und Thomas
(48) fanden im Unverseifbaren aus Hefe, welche in einer deuterio-
acetat-haltigen Nihrlosung geziichtet wurde, reichlich schweren Wasser-
stoff und schlossen auf einen direkten Ubergang der Essigsidure in die
Sterine. Erhielten ausgewachsene Miuse wihrend 8 Tagen Deuterio-
acetat, und wurde darauf das Cholesterin der Tiere isoliert, so enthielt
es sowohl im Ringgeriist als in der Seitenkette schweren Wasserstoff
(49). Die hochsten D-Werte wurden dabei im Cholesterin der Leber,
dem Serum und der Milz angetroffen, keine nennenswerten Mengen an
schwerem Wasserstoff aber im Cholesterin des Gehirns, eines an diesem
Sterol bekanntlich besonders reichen Organes. Cholesterin wird also
offenbar im Gehirn nicht synthetisiert und auch nicht von anderen Or-
ganen dahin rasch transportiert. Injektion von Deuteriocholesterin an
einen Hund (50) fiihrte zu dhnlichen Ergebnissen; Gehirn und Riicken-
mark wiesen kein D-Cholesterin auf. Damit sind die von Waelsch und
Mit. (51) durch Verwendung von Deuterium als Indikator erhobenen
Befunde, daB bei der Ratte eine Cholesterinbildung nur vor der Myelini-
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sierung stattfindet, bestitigt und erweitert. Cholesterinbildung oder Ein-
bau desselben findet im Gehirn offensichtlich nur in einem frithen
Lebensabschnitt statt.

Auch in vitro durch Bebriitung von Leberschnitten mit Deuterio-
acetat oder mit D- und C'3-signierter Essigsiure (CD;C*00H) konnte
die Cholesterinsynthese aus Acetat bewiesen werden (52). Selbst wenn
lediglich Leberabschnitte unter aeroben Konditionen in Gegenwart von
Phosphatpuffer in schwerem Wasser bebriitet wurden, enthielt das auf-
gefundene Cholesterin Deuterium, nicht aber unter anaeroben Bedin-
gungen oder mit anderen Gewebsschnitten (Niere, Testes, Milz, In-
testinaltractus). Der Isotopengehalt der Fettsiuren war unter diesen
Bedingungen stets kleiner als derjenige des Cholesterins, obwohl, wie
erwihnt wurde, Essigsdure auch als Baustein fiir erstere dient. Die
Cholesterinsynthese verlduft optimal, wenn Acetat das alleinige Sub-
strat bei der Inkubation darstellt. Wird indessen gleichzeitig Pyruvat
zugefiigt, womit eine merkliche Stimulierung der Fettsiuresynthese
auftritt, so kann ein deutlicher Riickgang des Einbaues von Acetat-
kohlenstoff in das Cholesterin beobachtet werden. Die Rolle des Pyru-
vates als Quelle fiir den Cholesterinkohlenstoff konnte durch Bebriitung
der Leberschnitte mit C3-Acetat (C¥H;COONa) und C*-Pyruvat
(CH;C*OCOONa) aufgeklirt werden. Der Isotopengehalt des Chole-
sterins war am ho6chsten, wenn Acetat allein verwendet wurde, und
senkte sich um die Hilfte bei Zugabe dquivalenter Mengen von Pyruvat.
Brenztraubensiure ist keine wesentliche C-Quelle fiir das Cholesterin.
Pyruvat kann wohl ein zur Fettsynthese wichtiges Cy-Bruchstiick
liefern, dasselbe vermag indessen die Essigsiure bei der Cholesterin-
bildung nicht zu ersetzen (53).

Durch die Bebriitung von Leberschnitten mit Carboxyl- oder Methyl-
signiertem Acetat als auch mit solchem, das sowohl C!3 als auch C14
enthielt, bewiesen Little und Bloch (54) die Verwendung beider C-
Atome der Essigsidure als Kohlenstoffquelle sowohl fiir das Cholesterin-
ringgeriist als auch fiir die Seitenkette. Die Methylgruppe der Essig-
sdure liefert die C-Atome in Stellung 18, 19, 26 und 27 des Cholesterins,
wihrend dessen C-Atome in Position 25 und 10 aus ihrer Carboxyl-
gruppe stammen.

Die Essigsdure — offenbar in einer besonders aktiven Form, welche
noch zu charakterisieren bleibt — ist somit ein wichtiges Intermediir-
produkt, dessen Bildung aus Verbindungen, wie z. B. den Fetten,
bewiesen und dessen Verwendung zur Synthese kérpereigener Sub-
stanzen, wie Fettsiuren, Sterine, Harnsiure, Protoporphyrine, ge-
sichert ist. '
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Zusammenfassung

Dank der Isotopentechnik besitzen wir heute die Moglichkeit, auch
das Schicksal einfacher, unspezifischer physiologischer Verbindungen
im Organismus zu verfolgen und damit der Erforschung ihrer Bedeutung
fiir den Auf- und Abbau der Zellbestandteile. Obwohl in der Essigsiure
ein Intermedidrprodukt des Stoffwechsels vermutet wurde, war ihre
Rolle innerhalb desselben bis vor kurzem wenig bekannt.

Von den Acetylierungen korperfremder Amine, welche im Zusammen-
hang mit der Applikation der Sulfanilamide neuerdings vielfach quanti-
tativ verfolgt wurden, glaubte man, da} sie ausschliefilich unter Ver-
wendung der Brenztraubensidure als Acetyl-Donator vor sich gingen.
Wir zeigten, da3 sich die Essigsiiure an solchen Reaktionen beteiligt,
indem wir Kaninchen gleichzeitig mit Sulfanilamid deuteriertes Natrium-
acetat fiitterten und in der Acetylgruppe des Acetylsulfanilamides den
schweren Wasserstoff auffanden. Ferner bewiesen wir auch die Acety-
lierung der Aminosduren, einer offenbar bedeutsamen Intermediir-
reaktion ihrer Synthese und ihres Abbaues, mit Essigsiure in vivo.
Nach Verabreichung von Sulfanilamid und Deuterio-Athylalkohol
fanden wir im Harne der Kaninchen wieder ein stark D-haltiges Acetyl-
produkt, womit die Oxydation des Alkohols iiber Essigsiure als Zwischen-
produkt erwiesen ist. Die Essigsdure konnte somit nicht weiterhin als ein
inerter Zellbestandteil betrachtet werden. Riitenberg und Bloch gelang
es, das beim pf-oxydativen Abbau der Fettsiureketten abgespaltene
- Cy-Bruchstiick als Essigsdure oder jedenfalls als eine aktive Form der
Essigsdure zu identifizieren. Durch Verwendung einer mit schwerem
oder radioaktivem Kohlenstoff signierten Essigsiure trugen ameri-
kanische Autoren zur Aufklirung der Bedeutung dieser Verbindung als
Baustein im Organismus bei, auf welch grundlegende Befunde fir den
Gesamtstoffwechsel zusammenfassend hingewiesen wird.

Résumé

Il nous est possible aujourd’hui griace aux isotopes de poursuivre dans
Porganisme le destin de substances physiologiques simples et non spé-
cifiques. Quoique 'on supposait depuis longtemps que I'acide acétique
fat un produit intermédiaire du métabolisme, I'on n’en connaissait
toutefois aucun détail.

On admettait que 'acétylation d’amines étrangéres qui a fait 'objet
d’études approfondies en relation avec la sulfamidothérapie, se faisait
uniquement par I'intermédiaire de I’acide pyruvique comme source du
groupe acétyl. Nous avons montré que I’acide acétique joue un réle dans
ces réactions en donnant a des lapins avec un sulfamide, de I'acétate
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de sodium dont le groupe méthyl contenait du Deutérium. Nous avons
en effet retrouvé dans I'urine le deutérium (hydrogéne lourd) dans le
groupe acétyl du sulfanilamide acétylé. De plus nous avons prouvé
Iacétylation des acides aminés par I’acide acétique, lequel semble done
jouer un réle dans leur formation et leur destruction in vivo. Aprés avoir
administré a des lapins du sulfanilamide et de I’alcool éthylique marqué
avec du Deutérium (CD3CD,0H), le produit acétylé qui passe dans I’urine
est riche en Deutérium. Ce qui prouve bien que 'oxydation de I’alcool
se fait par I'acide acétique comme produit intermédiaire. Il n’est plus
possible de considérer I’acide acétique comme un constituant cellulaire
inerte. Des auteurs américains sont arrivés en utilisant de ’acide acé-
tique signé avec le carbone radioactif ou lourd (C'4, C12) & démontrer le
role de cet acide dans le métabolisme, fait qui ouvre de nouveaux hori-
zons pour la compréhension du métabolisme animal en général.

Riassunto

Il destino di sostanze fisiologiche di carattere semplice e non speci-
fico, pud essere seguito grazie alla tecnica degli isotopi, rendendo cosi pos-
sibile le ricerche sulla loro importanza nei processi ana- e catabolici dei
componenti cellulari. Sebbene si potesse gia supporre che I’acido acetico
fosse un componente intermediario del ricambio, non se conosceva ancora
il suo ruolo esatto.

Si credeva che i processi di acetilazione delle amine estranee, stu-
diati quantitativamente in rapporto all’applicazione dei sulfamidici, si
svolgessero unicamente per tramite dell’ acido piruvico, quale acetil-
donatore.

Noi abbiamo dimostrato che anche ’acido acetico partecipa a tali
processi. Infatti in esperimenti eseguiti sul coniglio, somministrando
contemporaneamente sulfamidici e acetato di sodio deuterizzato, ab-
biamo potuto ritrovare l'idrogeno pesante nel gruppo acetilico del-
Pacetilsulfanilamide. Impiegando I’acido acetico in vivo, abbiamo inoltre
dimostrata ’acetilazione degli aminoacidi, reazione intermediaria che
riveste grande importanza nei processi di desintegrazione e sintesi degli
aminoacidi.

Somministrando al coniglio, per via orale, del sulfanilamide e alcool
etilico deuterizzato, abbiamo ritrovato nell’orina un prodotto acetilico
con alto tenore di deuterio, per cui é provato che l’ossidazione del-
I’alcool si svolge tramite I’acido acetico, quale prodotto intermediario.

L’acido acetico cessa cosi di essere considerato un componente cellu-
lare inerte.

Rittenberg e Bloch riuscirono a dimostrare, nel processo di f-ossi-

420



dazione della catena degli acidi grassi che il prodotto di disintegrazione
C, é I’acido acetico meno una forma attiva dello stesso.

Autori americani in esperimenti eseguiti con carbonio pesante o
radioattivo, contribuirono pure a dimostrare 'importanza dell’acido
acetico nell’organismo.

Summary

Thanks to the isotope technique we can today also trace the fate of
simple, nonspecific physiological compounds in the organism and thus
also investigate their significance for the synthesis and destruction
of cell constituents. Although an intermediary product of metabolism
was suspected in acetic acid, its specific role therein was little known until
a short time ago.

Acetylations of foreign amines, which were often traced quantita-
tively recently in connection with the application of the sulfanilamides,
were believed to proceed exclusively together with the use of tartaric
acid as an acetyl donor. We showed that acetic acid participates in
such reactions by feeding rabbits deuterized sodium acetate simul-
taneously with sulfanilamide, and finding heavy hydrogen in the acetyl
group of the acetyl sulfanilamide. We further showed the acetylization
of the amino acids, an obviously significant intermediary reaction of
their synthesis and their decomposition, with acetic acid in vivo. After
dispensation of sulfanilamide and deutero-ethyl alcohol we again found
an acetyl product containing large quantities of D in the urine of the
rabbits, wherewith the oxidation of alcohol over acetic acid as inter-
mediate product is demonstrated. Acetic acid could thus no longer be
regarded as an inert cell constituent. Rittenberg and Bloch succeeded in
identifying the C, fragment split off in the f-oxydative decomposition
of fatty acid chains as acetic acid or at any rate as an active form of
acetic acid. American authors contributed to the clarification of the
significance of this compound as a structural unit in the organism through
the use of an acetic acid marked with heavy or radioactive carbon;
these basic findings for the total metabolism are pointed out in summar-
- izing.
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