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Durch Vergleich der LDH-Aktivitit bei verschiedenen
Konzentrationen an Pyruvat (29, 30) oder Lactat (31) ist
somit der RiickschluB mdglich, ob eine Ethéhung der
LDH-Aktivitit hepatogener oder kardialer Genese ist.
Diese Tatsache wird fiir die Bestimmung der ,,a-
Hydroxybutyratdehydrogenase* mit a-Ketobutyrat als
Substrat angewendet.

Durch eine niedrige Substratkonzentration wird eine be-
vorzugte Umsetzung des a-Ketobutyrats durch die fiir
Herzerkrankungen typische LDH, erreicht. Je nach
ihren Anteilen an der Gesamtaktivitit sind aber auch die
anderen Isoenzyme an der ,,HBDH-Aktivitit* beteiligt

(23). Die Bestimmung bei nichtoptimaler " Substrat-
konzentration ergibt nichtoptimale Aktivititswerte.
Bei optimaler Substratkonzentration ist nach unseren
Untersuchungen die mit Pyruvat und a-Ketobutyrat ge-
messene LDH-Aktivitit gleich groB. Unsere Versuche
mit Inhibitoren bestitigen ebenfalls die véllige Uber-
einstimmung,.

Eine Bestimmung der LDH-Aktivitit mit «-Keto-
butyrat sollte daher auch #ich# mehr als «-Hydroxy-
butyratdehydrogenase-Aktivitit bezeichnet werden, da
sich fiir die Existenz einer ,,a-Hydroxybutyratdehydro-
genase‘“ im Serum ke/n Anhalt ergibt.
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Experimentelle Untersuchungen zum Verfahren der in-vitro-Lipolyse

Von P. ScawanpT, M. KNEDEL und R. LINDLBAUER

Aus der 1. Medizinischen Klinik der Universitit Miinchen ( Direktor: Prof. Dr. H. SchwiegR) und dem Klinisch-Chemischen
Institut des Stidtischen Krankenbauses Miinchen-Harlaching (Chefargt: Priv.-Dog. Dr. M. Knedel)

(Eingegangen am 24. August 1967)

Am epididymalen Fettgewebe der Ratte wurde die Wirkung verschiedener Inkubationsbedingungen auf die spontane und hormon-
induzierte in-vitro-Lipolyse untersucht. Nach genauer Beschreibung des Versuchsansatzes werden die Einfliisse von Temperatur, Fett-
gewebsmenge, Inkubationszeit, Albuminkonzentration und Pufferzusammensetzung mitgeteilt. Daraus ergeben sich optimale Versuchs-
bedingungen fiir die /n-vitro-Lipolyse, deren Standardisierung als notwendig erachtet wird.

Investigations are reported on the influence of different incubation conditions on the spontaneous and hormone-induced lipolysis in
epididymal fat pads of the rat. The incubation technique is described in detail, and the effects of temperature, quantity of adipose tissue,
incubation time, concentration of albumin and the ionic composition of the buffer are reported. The optimal conditions were thus
established and theit standardisation is recommended for the in vitro study of lipolysis.

allem auf das epididymale Fettgewebe der Ratte zu, das
besonders hiufig fiir die Untersuchung lipolytischer
Vorginge in vitro herangezogen wurde. Die urspriing-
lich von Gorpon und CHerkEs (1) und WaITE und

Das Fettgewebe ist metabolisch hoch aktiv, relativ uni-
form und leicht zuginglich. Es bietet sich daher fiir die
Durchfithrung von Stoffwechseluntersuchungen als ge-
eignetes Material an. Wegen seiner Struktur trifft das vor
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ENGEL (2) angegebene Inkubationstechnik unter Ubet-
lebensbedingungen wurde in mehrfach modifizierter
Form angewendet.

Da zusammenfassende Untersuchungen iiber die Wir-
kung einzelner Bedingungen des Inkubationsvorganges
auf die Lipolyse fehlen, hat diese Arbeit zum Ziel, den
Einflu von Temperatur, Inkubationsdauer, Albumin-
konzentration, Fettgewebsmenge und Ionenkonzen-
tration zu untersuchen.

Methode und Material

Entsprechend dem friiher beschricbenen Vorgehen (3) verwandten
wir fiir unsere Untersuchungen die distal der GefiBe gelegenen

Anteile des epididymalen Fettgewebes von etwa 500 g schweren

Wistar-Ratten, die mit Altromin-Pellets (Fa. Altromin, Lage) ad
libitum gefiittert waren.

Das Gewebe wurde gleich nach dem Té6ten der Tiete entnommen,
in physiologischer Kochsalzlosung gespiilt und nach kurzem
Trocknen auf Filterpapier in Portionen zu etwa 250 mg abgewogen.
Die Inkubation erfolgte in Warburg-GefiBien, die je 3 m/ eines
albuminhaltigen Krebs-Ringer-Bicarbonat-Puffers von pH 7,4 ent-
hielten; dieser hatte folgende Zusammensetzung (in mMol//):
106 NaCl, 40 NaHCOsg, 5,4 KCl, 1,0 CaCl,, 1,0 KH,PO, und
1,0 MgSO,. Das Rinderalbumin, das — wenn nicht anders an-
gegeben — in einer Konzentration von 5 g/100 m/ im Puffer ge-
16st war, wurde zuvor nach CampBELL (4) fettsiurefrei gewaschen:
10 g trockenes Albumin (Rinderalbumin trocken-reinst, Behting-
werke, Marburg) wurden 15 Min. bei 0° mit 100 m/ 95proz. Atha-
nol-Ather (3:1/v:v) gerithrt, filtriert, mit wasserfreiem Ather
mehtfach nachgewaschen und im Vakuum getrocknet.

Vor Beginn der Inkubation, die im allgemeinen 3 Stdn. bei 37° und
bei einer Schiittelfrequenz von 60 Min. und einer Amplitude von
2 cm in der Warburg-Apparatur durchgefiihrt wurde, wurde
durch die Gefifle ein Gasgemisch aus 959, O, und 5%, CO, ge-
leitet; die GefiBBe wurden anschlieBend luftdicht verschlossen. Zu-
vor waren dem Inkubationsmedium die jeweils angegebenen Men-
gen an lipolytischem Hormon und das gewogene Fettgewebe zu-
gegeben worden.

Die bei der durch Hormone stimulierten Lipolyse jeweils zuge-

setzten maximal und minimal wirksamen Dosen entsprachen den.

Angaben von RupMAN (5): Adrenalin (Suprarenin, Hoechst) min.
0,5 ug/3 m/, max. 15 ug/3m/; ACTH (ACTH, Schering) min.
0,5 ugf3 m/, max. 45 ug/3 ml.
Am Ende der Inkubationszeit wurde das Fettgewebe méglichst
rasch aus den GefiBen entfernt und im Medium die Bestimmung
der freien Fettsiuren nach Dore (6) mit Heptan-gewaschenem
Nilblau A als Indikator durchgefiihrt. Die Berechnung erfolgte in
mVal freie Fettsiuren/g Fettgewebe/Std.

. . ]/Z (x — X)?2
Die Standardabweichung wurde berechnet als s = T

n—

Die Wahrscheinlichkeit p wutrde nach dem t-Test ermittelt.
Den Einfiuff der Inkubationszeit auf die spontane und hormon-
induzierte Lipolyse untersuchten wir iiber einen Zeitraum von
5 Stdn., wobei in 1stdg. Abstinden die freien Fettsduren im Me-
dium bestimmt wurden.
Die Bedeutung der Albuminkonzentration fiir die mit 10 ug/3 m/
Adrénalin stimulierte Lipolyse priiften wir mit 2 g/100 m/ bzw.
5 g/100 m/ Albuminzusatz zum Puffer.
Der Temperatureinfiuff auf die spontane und mit 5 ug/3 m/ Adrenalin
stimulierte Lipolyse wurde bei folgenden Temperaturen unter-
sucht: 5°, 23°, 30°, 32°, 34°, 36°, 38°, 40°, 42° und 44°. Gepriift
wurde die Beziehung zwischen Feffgewebsmenge und Freisetzung
freier Fettsduren ohne Hormonzusatz und mit 10 ug/3 m/ Adre-
nalin. Die jeweils inkubietten Fettgewebsmengen betrugen 50, 100,
150, 200 und 250 mg.
Der Einflu} verschiedener Kationenkongentrationen im Inkubations-
medium auvf die hormoninduzjerte Lipolyse wurde durch Variation
der Konzentrationen von Calcium, Kalium, Natrium und Ma-
gnesium im Puffer untersucht:

dem ohne Calvium angesetzten Puffer wurde in jeweils um 1 mVal//
steigender Konzentration von 0—10 mVal// Calcium zugesetzt,
die Natriumkonzentration wurde in dem mit 120 mVal// an-
gesetzten Puffer durch Zugabe von jeweils zusitzlich 5 mVal// pro
Ansatz bis auf 170 mVal// ethoht,

die Kaliumkonzentration betrug zwischen 0,4 und 10,4 mVal//,
wobei sich die einzelnen Konzentrationen pro Ansatz um jeweils
1 mVal// unterschieden,

bei Magnesium betrugen die einzelnen Konzentrationsunterschiede
jeweils 0,3 mVal// im Beteich zwischen 0 mVal// und 3 mVal//

An Hormonen wurden 10 ug/3 m/ Adrenalin bzw. 10 ug/3 m/
ACTH zugegeben.

Ergebnisse

Tabelle 1 gibt die Mittelwerte von jeweils 5 spontanen
und hormoninduzierten Lipolysen in ihrem geitlichen
Verlanf wieder. Bei der Spontanlipolyse und der mit den
minimal wirksamen Dosen von ACTH und Adrenalin
bewirkten Lipolyse ist ein kontinuierlicher Anstieg der
freien Fettsduren {iber den gesamten Zeitraum von
5 Stdn. zu beobachten. Bei den maximal wirksamen
Dosen der beiden zugesetzten Hormone dagegen ist in
den ersten 3 Stdn. ein wesentlich steilerer Anstieg der
freien Fettsiuren festzustellen; in den folgenden 2 Stdn.
ist die Freisetzung der freien Fettsiuren wesentlich ge-
ringer.
Tab. 1

Freisetzung freier Fettsduren wahrend 5 Stdn. bei spontaner und bei
der mit maximal bzw. minimal wirksamer Dosis von Adrenalin bzw.
ACTH stimulierten Lipolyse. Jeder Wert ist das Mittel aus 5 Ver-

suchen. Freie Fettsduren in mVal/g/Std.

Inkubationsdauer

(Stdn.) 1 2 3 4 5
Spontanlipolyse 0,41 1,01 1,62 1,98 2,56
+004 <012 +020 +0,19 40,20
Adrenalin
maximal wirk- 2,05 5,06 9,31 9,26 9,95
same Dosis + 0,33 + 0,86 + 0,46 + 1,40 + 0,60
minimal wirk- 0,92 2,38 3,13 5,14 6,8
same Dosis + 0,19 + 0,38 + 0,29 + 0,85 + 0,62
ACTH
maximal wirk- 2,94 5,56 8,27 9,18 9,5
same Dosis + 0,82 + 0,67 + 0,74 + 0,77 + 0,9
minimal wirk- 1,01 1,50 2,51 4,03 y
+0,47 +0,49

same Dosis + 0,26 + 0,07 5:70,19

Der Einflul der unterschiedlichen .Abuminkongentration
im Inkubationsmedium geht aus Abbildung 1 hervor:
wihrend der 3stdg. Inkubationsdauer stiegen bei 5proz.
Albuminkonzentration die freien Fettsiuren linear zur
Zeit an; bei 2proz. Albuminzusatz war das Maximum
der Freisetzung an freien Fettsiuren schon nach 2 Stdn.
erreicht, der weitere Anstieg um 0,16 mVal// war nicht
mehr signifikant.

Bei der Untersuchung des Temperatureinflusses anf die
Freisetzung freier Fettsjuren konnte sowohl fiir die
spontane als auch fiir die durch Adrenalin induzierte
Lipolyse im Beteich von 30°—44° kein systematischer

"EinfluB festgestellt werden (Tab. 2). Bei 23° ist die Frei-
setzung der freien Fettsiuren vermindert, wobei die

hormoninduzierte Lipolyse mit 0,63 mVal//' deutlich
hoher lag als die ohne Hormonzugabe. Die Spontan-
lipolyse entsprach mit 0,22 mVal// bei 23° dem bei 25°
gefundenen Wert.

Bis zu 150 mg Fetigewebe war das AusmaBl der Frei-
setzung freier Fettsduren eindeutig von der zugegebenen

Z. klin. Chern. u. klin. Biochem. [ 6, Jahtg. 1968 / Heft 2

8 .
3
0




Schwandt, Knedel u. Lindlbauer: in-vitro-Lipolyse 83
o |

o7
§ il \ /}
§ S
< 6 g
< 8 or
S 5 X
S e
R 4 3T
N b .
n S o
3T £
kS S g2
& 2r E
~
§ U v

1 1 l 1 | o
0 1 Z‘ ; > 0 50 700 750 200 250
Stdn. mg Fettgewebe
Abb. 1 Abb. 2

Zusammenhang zwischen Albuminkonzentration im Medium und

Freisetzung freier Fettsiuren. Jeder Punkt stellt den Mittelwert aus

5 Untersuchungen, jede senkrechte Linie die Standardabweichung
dar.

e——s Albuminkonzentration 5%, o——o Albuminkonzentration 2%,

Tab.

Relation zwischen Freisetzung freier Fettsduren und Fettgewebs-

menge. Bei der mit 10 1g Adrenalin.stimulierten Lipolyse (s—s)

stellt jeder Punkt den Mittelwert aus 7, bei der Spontanlipolyse

(e—>o) aus 6 Versuchen, die senkrechte Linie die Standard-
abweichung dar

2

EinfluB der Temperatur auf die spontane und die adrenalininduzierte Lipolyse. Bei der Spontanlipolyse stellt jeder Wert das Mittel aus 4, bei der
Adrenalinlipolyse aus 7 Versuchen dar. Freie Fettsduren in mVal/g/Std.

Temperatur 5° 23° . 30° 32° 34° 36° 38° 40° 42° 44°
Spontanlipolyse 0,23 0,22 0,33 0,55 0,34 0,54 0,49 0,85 0,49 0,67
+ 0,01 + 0,01 + 0,03 + 0,05 + 0,04 +0,04 + 0,07 + 0,02 + 0,06 + 0,05
Adrenalinlipolyse 0,31 0,63 1,25 2,00 1,26 1,34 1,11 1,28 1,17 1,12
0,05 * 0,16 +0,14 + 0,30 + 0,07 + 0,24 0,25 + 0,21 +0,13 + 0,05
Tab. 3

EinfluB verschiedener Kationenkonzentrationen im Inkubationsmedium auf die mit Adrenalin bzw. ACTH stimulierte Lipolyse. Jeder Wert
ist das Mittel aus 3, bei Natnum aus 5 Versuchen. Freie Fettsauren in mVal/g/Std.

‘Natrium (mval/) 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170
Adrenalin 2,71 3,33 3,38 3,51 3,40 2,92 3,29 3,30 2,42 2,81 2,91
+029 +020 +074 +047 +071 +056 +078 +055 +051 +051 +068
ACTH 3,59 3,42 3,35 1,04 3,68 2,52 2,69 2,63 3,08 2,77 2,53
+ 0,22 iozs +046 4064 io 15 +056 +058 +055 4020 +052 025

Calcium (mVal) 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Adrenalin 1,97 1,52 2,24 1,60 1,49 1,73 2,05 1,27 1,37 2,08 1,76
+034 +027 +051 +007 +031 +028 +048 +022 +022 +087  +0,53
ACTH 0,89 1,10 1,53 2,05 2,10 2,32 3,00 2,45 2,78 2,50 2,44
+020 +031 +031 +0.31 :1:031 4025 +024 +010 +060 +059  +0,76

Magnesium (mVal/l) 0 0,3 0,6 0,9 1,2 1,5 1,8 2,1 2,4 2,7 3,0
Adrenalin 2,55 2,24 2,03 2,56 1,95 2,68 2,45 2,58 2,38 2,88 2,61
+032 +035 044 +073 +061 +027 +£057 +016 +029 1033 +0,38

ACTH 2,32 2,44 2,68 2,51 1,94 2,25 2,43 2,28 2,35 2,54 2,29
+023  £013 0,1 iosz ioas +032 +010 +043 1022 +004 +0,18
Kalium (mVal/l) 0,4 1,4 2,4 34 44 5,4 6,4 1,4 8,4 9,4 10,4
Adrenalin 2, 1,57 1,58 1,75 1,57 2,21 1,76 1,84 2,96 2,34 1,59
+044 +£009 +£032 +£027 4015 +058 +052 +054 +080 +051 +0,13

ACTH 2,2 2,54 2,9 2,90 2,45 254 2,79 2,94 2,93 294 327
024 & 051 +£028 +022 - +£055  +040 E 017 +023 +035 4009 +023

Substratmenge abhingig, wenn Adrenalin zugesetzt
worden war. GroBere Fettgewebsportionen fithrten zu
keiner weiteren Steigerung. Anders dagegen verhielt
sich die Spontanlipolyse, die auch bei 200 mg einen
weiteren Anstieg zeigte (Abb. 2).
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Der Effekt verschiedener Ilomenkongentrationen im In-
kubationsmedium auf die hormoninduzierte Freisetzung
freier Fettsiuren geht aus Tabelle 3 hervor. Eine Beein-
flussung durch Magnesium ergab sich in dem gepriiften
Bereich nicht. Kaliumkonzentrationen bis zu 10 mVal//
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bewirkten dagegen eine zunehmende Lipolysestejgerung
von 2,24 mVal// auf 3,27 mVal// bei det durch ACTH
induzierten Freisetzung freier Fettsiuren- Bei Adrenalin-
zusatz zeigte sich keine Beeinflussung der Lipolyse.
Im Gegensatz zur adrenalininduzierten Lipolyse ist
die durch ACTH hervorgerufene Freisetzung freier
Fettsduren auch durch Konzentrationsinderungen der
anderen Jonenanteile zu beeinflussen. So hatte im Ver-
gleich zu dem Bereich von 145—170 mVal// eine niedri-
gere Natriumionenkonzentration (120—140 mVal//)
einen lipolysesteigernden Effekt. Am ausgepréigtesten war
jedoch der Einflu der Caliiumionen, die bei einer Kon-
zentration von 0—1 mVal//nut eine minimale Steigerung
der Freisetzung freier Fettsduren bewirkten, wihrend
hohe Konzentrationen iiber den physiologischen Bereich
hinaus (6—10 mVal//) keinen weiteren steigernden
Effekt hatten. Anderungen bei der adrenalininduzierten
Lipolyse waten bei den verschiedenen Calciumkonzen-
trationen nicht zu beobachten.

Diskussion

Aus den vorliegenden Untersuchungen geht hervor, dafl
die Inkubationsbedingungen einen z. T. sehr wesent-
lichen EinfluB auf die i#-vitro-Lipolyse im epididymalen
Fettgewebe der Ratte haben. Das gilt sowohl fiir die
Spontanlipolyse wie fiir die hormoninduzierte Frei-
setzung freier Fettsduren. Zur Vermeidung von Fehl-
interpretationen und zum besseren Vergleich der Er-
gebnisse verschiedener Autoren erscheint eine Standard;-
sierung der Lipolysebedingungen - unumginglich.
Besonders in der Zusammensetzung der Puffer sind die
Methoden noch keineswegs einheitlich: wihrend die
meisten Autoren mit Krebs-Ringer-Bicarbonat arbeiten,
fithren einige Autoren die /#-vitro-Lipolysen mit Krebs-
Ringer-Phosphat dutch. Aus den Untersuchungen von
Lynn (7) geht jedoch hervor, daB Phosphatpuffer
weniger physiologisch ist, da er eine Hemmung der
Triosephosphatdehydrogenase im Fettgewebe bewirkt.
Nach Hirscu (8) ist die Anwesenheit von HCO,-Ionen
fiir eine normale Lipidsynthese Voraussetzung. Mosin-
GER (9) und LynN (7) haben dagegen mit Phosphat-,
Tris- und Bicarbonatpuffer keine unterschiedlichen
Lipolyse-Ergebnisse beobachten k&nnen. Wesentlich
fir die Zusammensetzung des Puffers erscheint jedoch
die Tatsache, daB er die gleiche Osmolaritit wie das
Serum hat, wobei die EiweiBkomponente durch Bi-
carbonat ersetzt wird (10).

DaB3 die Konzentration der einzelnen Ionenanteile im
Puffer und nicht seine Osmolaritit allein von ent-
scheidender Bedeutung ist, geht aus den Befunden von
Lorez (11) hervor, der bei Fehlen von Calcium-Ionen
mit ACTH keine Lipolyse erzielen konnte, wohl aber
mit Adrenalin. Mit diesen Beobachtungen stimmen
unsere Ergebnisse iiberein. Wie aus unseren Unter-
suchungen weiter hervorgeht, sind auch die Natrium-
und Kaliumkonzentrationen fiir die durch ACTH
stimulierte Freisetzung freier Fettsiuren von Bedeutung.
Bei niedrigen Natrium- und hohen Kaliumkonzentratio-
nen fanden wir die Lipolyse um annihernd den gleichen

Wert gesteigert. Moglicherweise hingt das mit der Rolle
zusammen, die diese Ionen als die wesentlichen intra-
und extrazelluliren Kationen spielen, wobei eine hohe
intrazellulire Kaliumionen-Konzentration die Frei-
setzung freier Fettsiuren zu begiinstigen scheint. Auch
RopseLL (12) hat bei der Priffung der Insulinempfind-
lichkeit des Fettgewebes festgestellt, da Kalium und
Natrium die wesentlichenIonen desInkubationsmediums
darstellen. In Ubereinstimmung mit MosINGER (9)
fanden wir bei der Anderung der Magnesiumkonzen-
tration keine Wirkung auf die hormoninduzierte Frei-
setzung freier Fettsduren. Das erscheint etwas {iber-
raschend, da Magnesium-Ionen fiir die Bildung des
zyklischen 3',5'-AMP - notwendig sind (13). Offenbar
reichen jedoch die physiologischerweise im Gewebe vor-
handenen Magnesiummengen aus, um zumindest iiber
den Zeitraum von 3 Stdn. eine optimale Lipolyse zu
ermdglichen.

In den von uns untersuchten Bereichen erfolgt bei der
Sportanlipolyse die Freisetzung freier Fettsiuren pro-
pottional zur vorgegebenen Fettgewebsmenge, da es
sich hier um einen allein vom Fettgewebe abhingigen
Vorgang handelt.

Bei der hormoninduzietten Lipolyse dagegen lag die
kritische Fettgewebsmenge bei 150 mg; von da ab war
keine wesentliche Steigerung der Freisetzung freier Fett-
siuren mehr moglich. Nach HirscH (8) mufl man an-
nehmen, daB hierbei Lipogenesevorginge eine 2zu-
nehmende Rolle spielen, da diese von der Fettgewebs-
menge abhingen. Es ist bekannt, daB z. B. das lipolytisch
wirkende Adrenalin gleichzeitig auch {iber einen stirke-
ren Glucose-Abbau stimulierend auf die Lipogenese aus
freien Fettsiuren wirkt (7, 14). Die andere Moglichkeit
fiir die im Verhiltnis zu groBeren Fettgewebsmengen ge-
ringere Freisetzung freier Fettsiuren — nidmlich der

mangelhafte Kontakt des Gewebes mit dem lipolytisch -

wirtkenden Hormon — scheidet auf Grund der Struktur
des epididymalen Fettgewebes der Ratte aus. Albumin
als Akzeptorprotein ist fiir die Freisetzung freier Fett-
sduren aus dem Fettgewebe eine niotwendige Voraus-
setzung (4). Nach Rupman (15) betrigt die maximale
Bindungskapazitit des Albumins fiir freie Fettsiuren
2,7 Mol/Mol Albumijn. Damit sind unsere Ergebnisse
erklirt, bei denen bereits mach 2 Stdn. bei einer
Albuminkonzentration von 2 g/100 m/ im Medium ein
weiterer signifikanter Anstieg der freien Fettsiuren im
Vergleich zu einer 5proz. Albuminkonzentration nicht
mehr méglich ist; die Aufnahmekapazitit des Albumins
scheint zu diesem Zeitpunkt bereits erschopft zu sein.
VaugHAN (16) nimmt als optimale Albuminkonzen-
tration 30 mg/m/ an.

‘Da die Lipolyse nach den gegenwirtigen Vorstellungen
durch eine Lipase — oder ein Lipasesystém — bewirkt
wird, Wwar die Temperaturempfindlichkeit dieses Systems
zu priifen. In Ubereinstimmung stehen unsere Ergebnisse

mit denen von MOSINGER (9), der in einem Temperatur-

bereich von 6°—20° keine Anderung der Spontanlipolyse,
wohl aber einen Anstieg der adrenalinstimulierten Frei-
setzung freier Fettsiuren fand, wobei wir dieses Ver-
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halten auch bei 23° feststellten. Zu diesen Befundent
passen gut die Beobachtungen von Joer (17), der
wihrend der Lipolyse bei 37° einen deutlich htheren
Sauerstoffverbrauch feststellte als bei 8°. Fiir das ex-
perimentelle Vorgehen bei der in-vitro-Lipolyse liBt sich
aus diesen Befunden ableiten, daB bei der hormonin-
duzierten Lipolyse eine genaue Temperatureinstellung
zwischen 30° und 40° nicht erforderlich ist. Die Fest-
stelling von MOSINGER (9), daB bei nicht maximaler
Adrenalinkonzentration im Medium die Freisetzung
freier Fettsiuren linear zur Zeit verliuft, trifft nach un-
seren Untersuchungen auch fiir die Spontanlipolyse und
die durch ACTH stimulierte Lipolyse zu. Da jedoch im
allgemeinen die Inkubation nicht linger als 3 Stdn.
durchgefiihrt wird, gilt das auch fiir maximale Hormon-

dosen; nur ist hierbei der wesentlich steilere Anstieg der
freien Fettsiuren bereits in der ersten Std. zu beriick-
sichtigen.

Wenn auch alle Untersuchungen am epididymalen Fett-
gewebe der Ratte vorgenommen wurden, ist nach den
Mitteilungen aus der Literatur und unseren eigenen Er-
gebnissen eine Ubertragung dieser Lipolysebedingungen
auf andere Fettgewebsarten und andere Species mog-
lich.

Mébglicherweise 148t sich die geringere Ansprechbarkeit
des menschlichen Fettgewebes auf lipolytische Hormone
(9, 18) durch Modifikation einzelner Inkubationsbe-
dingungen verbessern.

Herrn Dr. MiLescH, Farbwerke Hoechst, danken wir fiir die Ubet-
lassung von Rinderalbumin Behring.
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| Vorkommen
von UDP-Glucuronyltransferasen in der Magenschleimhaut des Menschen

Von W. HorsMANN und H. BREUER

Aus der Abtezlzmg Jair Klinische Chemie und Biochemie der Chirurgischen Universititsklinik und Poliklinik Bonn
(Direktor: Prof. Dr. A. Giitgemann)

(Eingegangen am 24. August 1967)

Nach Inkubation von [4-18C]178-Ostradiol mit der Cytoplasma-Fraktion (105000 g-Uberstand) der pylorusnahen Magenschleimhaut
des Menschen in Gegenwart von Uridin-5'-diphospho-glucuronat konnte [4-14C]17B8-Ostradiol-17f-monoglucuronid nachgewiesen
wezden; [4-14C]Ostriol ergab unter den gleichen Bedingungen [4-14C]Ostriol-17f-monoglucuronid. In Versuchen mit der Mikrosomen-
Fraktion der Magenschleimhaut entstanden ebenfalls [4-14C]17B-Ostradiol-17-monoglucuronid und [4-14C]Ostriol-178-monoglucu-
ronid; auBerdem wurde [4-14C]Ostriol-16x-monoglicuronid gebildet. [4-14C]Ostron wurde weder dutch die Cytoplasma- noch durch die
Mikrosomen-Fraktion glucuronidiert. Die Versuche zeigen; daB in der Magenschleimbaut des Menschen cytoplasmatische (16sliche) und
mikrosomale UDP-Glucuronyltransferasen vorhanden sind. Die Glucuronyltransferasen besitzen eine ausgeprigte Gruppenspezifitit und
greifen nur alkoholische Hydroxylgruppen phenolischer Steroide an. Demnach bestehen zwischen den Glucuronyltransferasen der Magen-
schleimhaut und der Diinndarmschleimhaut des Menschen Untetschiede.

The enzymic formation of [4-14C]17B-oestradiol 178-monoglucuronide was demonstrated after incubation of [4-1#C]17B-oestradiol with
the cytoplasmic fraction (105000 g supernatant) of human gastric mucosa in the presence of uridine diphosphate glucuronic acid. Under
similar conditions, [4-14C]oestriol yielded [4-14C]oesttiol 17f-monoglucuronide. Similarly, in experiments with the microsomal fraction,
[4-14C]17B-oestradio] 178-monoglucuronide and [4-'4Cloestriol 17B-monoglucuronide were formed from [4-14C]17f-oestradiol and [4-14C]
oestriol, respectively; in addition, [4-14Cloestriol 16x-monoglucuronide was detected. No glucuronidation of [4-*4Coestrone occurred in
either the cytoplasmic or the microsomal fractions. These experiments demonstrate that the human gastric mucosa contains soluble as well
as microsomal UDP-glucuronyltransferases. The glucuronyltransferases possess a pronounced substrate specifity and attack only alcobolic
hydroxyl groups of phenolic steroids. The results reported here show that differences exist between the glucuronyltransferases of the gastric
mucosa and the intestinal mucosa of man.
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