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INTRODUCTION 

I n  1 9 0 4  K n o o p  p r o p o s e d  t h a t  f a t t y  a c i d s  a r e  d e g r a d e d  b y  B -

o x i d a t i o n .  M o r e  t h a n  f o r t y  y e a r s  l a t e r  K e n n e d y  a n d  L e h n i n g e r  

p r o v e d  B - o x i d a t i o n  t o  t a k e  p l a c e  i n  t h e  m i t o c h o n d r i o n  a n d  t o  

y i e l d  t w o - c a r b o n  u n i t s  w h i c h  a r e  f u r t h e r  m e t a b o l i z e d  b y  t h e  

c i t r i c  a c i d  c y c l e .  T h e  i n d i v i d u a l  s t e p s  o f  t h e  B - o x i d a t i o n  

p a t h w a y  w e r e  e l u c i d a t e d  p r i m a r i l y  b y  t h e  g r o u p s  o f  G r e e n  ( 1 ) ,  

L y n e n  ( 2 ) ,  a n d  O c h o a  ( 3 )  a n d  a r e  s u m m a r i z e d  b e l o w .  W h e r e a s  t h e  

u p t a k e  o f  l o n g - c h a i n  f a t t y  a c i d s  b y  m i t o c h o n d r i a  i s  d e p e n d e n t  

o n  c a r n i t i n e ,  s h o r t - c h a i n  a n d  m e d i u m - c h a i n  f a t t y  a c i d s  f r e e l y  

d i f f u s e  i n t o  t h e  m a t r i x  w h e r e  t h e y  a r e  a c t i v a t e d  b y  s h o r t - c h a i n  

( E C  6 . 2 . 1 . 1 )  a n d  m e d i u m - c h a i n  a c y l - C o A  s y n t h e t a s e  ( E C  6 . 2 . 1 . 2 ) .  

T h e  e n t r y  o f  l o n g - c h a i n  f a t t y  a c i d s  f r o m  t h e  c y t o s o l  i n t o  t h e  

m i t o c h o n d r i a  r e q u i r e s  t h r e e  r e a c t i o n s :  

1 .  T h e  A T P - d e p e n d e n t  t h i o e s t e r  b o n d  f o r m a t i o n  b e t w e e n  f r e e  

f a t t y  a c i d  a n d  e x t r a  m i t o c h o n d r i a l  C o A S H  t o  y i e l d  f a t t y  a c y l -

C o A .  T h i s  s t e p ,  r e f e r r e d  t o  a s  a c t i v a t i o n ,  i s  c a t a l y z e d  b y  

l o n g - c h a i n  a c y l - C o A  s y n t h e t a s e  ( E C  6 . 2 . 1 . 3 ) .  L o n g - c h a i n  a c y l -

C o A  s y n t h e t a s e  s t u d i e d  i n  h e a r t  i s  m o s t  a c t i v e  w i t h  l o n g - c h a i n  

f a t t y  a c i d s  a n d  i s  l o c a t e d  m a i n l y  i n  t h e  o u t e r  m i t o c h o n d r i a l  

m e m b r a n e  ( 4 , 5 , 6 ) .  I n  l i v e r ,  t h e  s a m e  e n z y m e  i s  p r e s e n t  i n  t h e  

o u t e r  m i t o c h o n d r i a l  m e m b r a n e  a s  w e l l  a s  i n  t h e  e n d o p l a s m i c  

r  e  t  i  c  u  1  u r n .  

2 .  T r a n  s e  s  t  e  r  i  f  i  c a  t  i  o n  o f  t h e  a c y l  g r o u p s  f r o m  C o A  t o  
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c a r n i t i n e  t o  y i e l d  a c y 1 c a r n i t i n e  c a t a l y z e d  b y  c a r n i t i n e  

p a l m i t o y  1 - t r a n s f e r a s e  I  ( E C  2 . 3 . 1 . 2 1 ) .  

3 .  T r a n s l o c a t i o n  o f  a c y l  c a r n i t i n e  t h r o u g h  t h e  i n n e r  

m i t o c h o n d r i a l  m e m b r a n e  i n  e x c h a n g e  f o r  c a r n i t i n e  c a t a l y z e d  b y  

c a r n i t i n e  a c y 1  e a r n i t i n e  t r a n s l o c a s e .  ( 7 , 8 ) .  A f t e r  c r o s s i n g  t h e  

i n n e r  m i t o c h o n d r i a l  m e m b r a n e ,  t h e  a c y l  u n i t  i s  t r a n s f e r r e d  b a c k  

t o  C o A  b y  c a r n i t i n e  p a l m i t o y l  t r a n s f e r a s e  I I  ( E C  2 . 3 . 1 . 2 1 )  ( 9 ) .  

T h e  c a r n i t i n e  p a l m i t o y l  t r a n s f e r a s e  I  i s  l o c a t e d  o n  t h e  o u t e r  

s u r f a c e  o f  t h e  i n n e r  m i t o c h o n d r i a l  m e m b r a n e  a n d  c a r n i t i n e  

p a l m i t o y l  t r a n s f e r a s e  I I  i s  o n  t h e  i n n e r  s u r f a c e  o f  t h e  i n n e r  

m i t o c h o n d r i a l  m e m b r a n e .  

O n c e  p r e s e n t  i n  t h e  m i t o c h o n d r i a l  m a t r i x  f a t t y  a c y l - C o A ' s  

c a n  e n t e r  t h e  B - o x i d a t i o n  s y s t e m  ( 1 0 )  a s  o u t l i n e d  b e l o w :  

1 )  A c y l - C o A  +  F A D +  H  2 - e n o y l - C o A  +  F A D H 2  

2 )  2 - E n o y l - C o A  +  H 2 O  "ZL 3 - h y d r o x y a c y  1 - C o A  

3 )  3 - H y d r o x y a c y 1 - C o A  +  N A D +  Z T  3 - k e t o a c y 1 - C o A  +  N A D H  +  H +  

4 )  3 - K e  t o a c y  1 - C o A  +  C o A S H  "ZL a c y  1 - C o A ( - 2 C )  +  a c e t y l - C o A  

T h e  f i r s t  r e a c t i o n  o f  B - o x i d a t i o n  i s  c a t a l y z e d  b y  t h r e e  

a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e s  w h i c h  d i f f e r  i n  t h e i r  c h a i n  l e n g t h  

s p e c i f i c i t i e s  a n d  w h i c h  a r e  n a m e d  b u t y r y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  ( E C  

1 . 3 . 9 9 . 2 ) ,  m e d i u m - c h a i n  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  ( E C  1 . 3 . 9 9 . 3 )  

a n d  l o n g - c h a i n  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  ( E C  1 . 3 . 9 9 . 3 ) .  T h e i r  

c o m b i n e d  a c t i o n s  r e s u l t  i n  t h e  d e h y d r o g e n a t i o n  o f  f a t t y  a c y l -

C o A ' s  w i t h  c h a i n  l e n g t h s  f r o m  f o u r  t h r o u g h  t w e n t y - t w o  c a r b o n s .  

T h e  p r o d u c t s  o f  t h e  r e a c t i o n s  c a t a l y z e d  b y  t h e s e  f l a v i n  
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n u c l e o t i d e  e n z y m e s  a r e  t h e  t r a n s -  / \  2 , 3 -  e n o y l - C o A  t h i o e s t e r s .  

S t e pi o s p e c i f i c  h y d r a t i o n  o f  / \  -  e n o y l - C o A  t o  L - 3 -

h y d r o x y a c y 1 - C o A  i s  c a t a l y z e d  b y  e n o y l - C o A  h y d r a t a s e  ( E C  

4 . 2 . 1 , 1 7 ) .  T w o  e n o y l - C o A  h y d r a t a s e s  a r e  p r e s e n t  i n  p i g  h e a r t  

m i t o c h o n d r i a  ( 1 1 ) .  C r o t o n a s e  i s  s p e c i f i c  f o r  s h o r t - c h a i n  e n o y l -

C o A ' s ,  w h e r e a s  t h e  o t h e r  h y d r a t a s e  i s  a c t i v e  w i t h  m e d i u m - c h a i n  

a n d  l o n g - c h a i n  s u b s t r a t e s .  

T h e  r e s u l t i n g  L - 3 - h y d r o x y a c y 1 - C o A ' s  a r e  o x i d i z e d  t o  t h e  3 -

k e t o a c y l - C o A  t h i o e s t e r s  b y  L - 3 - h y d r o x y a c y 1 - C o A  d e h y d r o g e n a s e  

( E C  1 . 1 . 1 . 3 5 ) .  O n l y  o n e  d e h y d r o g e n a s e  w h i c h  e x h i b i t s  a  b r o a d  

c h a i n  l e n g t h  s p e c i f i c i t y  w a s  k n o w n  u n t i l  r e c e n t l y  w h e n  a n  

a d d i t i o n a l  l o n g - c h a i n  s p e c i f i c  L - 3 - h y d r o x y a c y 1 - C o A  

d e h y d r o g e n a s e  w a s  i d e n t i f i e d  ( 9 5 ) .  B o t h  d e h y d r o g e n a s e s  a c t  o n l y  

o n  L - h y d r o x y - s u b s t r a t e s .  

T h e  f i n a l  r e a c t i o n  o f  t h e  B - o x i d a t i o n  c y c l e  i s  t h e  t h i o l y t i c  

c l e a v a g e  o f  3 - k e t o a c y 1 - C o A ' s  t o  y i e l d  a c e t y l - C o A  a n d  a c y l - C o A ' s  

w h i c h  a r e  s h o r t e n e d  b y  t w o  c a r b o n s .  T w o  t h i o l a s e s  a r e  k n o w n  t o  

b e  p r e s e n t  i n  p i g  h e a r t  m i t o c h o n d r i a  ( 1 2 ) .  O n e  i s  3 - k e t o a c y l -

C o A  t h i o l a s e  o r  t h i o l a s e  I  ( E C  2 . 3 . 1 . 1 6 ) ,  w h i c h  i s  a c t i v e  w i t h  

3 - k e  t o a c y  1 - C o A ' s  o f  a l l  c h a i n  l e n g t h s  a n d  f u n c t i o n s  i n  1 3 -

o x i d a t i o n .  I n  c o n t r a s t  a c e t o a c e t y 1 - C o A  t h i o l a s e  o r  t h i o l a s e  

I I  ( E C  2 . 3 . 1 . 9 )  w h i c h  a c t s  o n l y  o n  a c e t o a c e t y 1 - C o A  i s  b e l i e v e d  

t o  f u n c t i o n  i n  t h e  m e t a b o l i s m  o f  k e t o n e  b o d i e s ,  w h i c h  a r e  f o r m e d  

i n  l i v e r  a n d  u t i l i z e d  b y  p e r i p h e r a l  t i s s u e s .  

A l s o  p r e s e n t  i n  m i t o c h o n d r i a  a r e  e n z y m e s  w h i c h  f u n c t i o n  i n  
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B - o x i d a t i o n  o f  u n s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d s .  V e r y  r e c e n t l y  C u e b a s  

a n d  S c h u l z  ( 1 3 )  h a v e  c o n f i r m e d  t h e  m o d i f i e d  p a t h w a y  p r e s e n t e d  

b y  K u n a u  a n d  D o m m e s  ( 1 4 )  f o r  t h e  d e g r a d a t i o n  o f  l i n o l e a t e  b y  

r a t  h e a r t  m i t o c h o n d r i a .  C u e b a s  a n d  S c h u l z  s h o w  t h a t  2 -  t r a n s  

4 - c i s - d e c a d i e n o y l - C o A , a  m e t a b o l i t e  o f  l i n o l e a t e  o x i d a t i o n ,  i s  

n o t  d i r e c t l y  d e g r a d e d  v i a  t h e  B - o x i d a t i o n  c y c l e  a s  w a s  p r e v i o u s l y  

p r o p o s e d  b y  S t o f f e l  a n d  C a e s a r  ( 1 5 ) .  I n  c o n t r a s t ,  t h i s  

m e t a b o l i t e  i s  r e d u c e d  b y  N A D P H - d e p e n d e n t  2 , 4 - d i e n o y 1 - C o A  

r e d u c t a s e  t o  3 - d e c e n o y 1 - C o A  T h e  l a t t e r  i s  i s o m e r i z e d  b y  c  i  s -

3  - t  r a n s ~ / \  ̂  -  e  n o y 1 - C o A  i s o m e r a s e  ( E C  5 . 3 . 3 . 3 )  t o  2 - t  r a n s -

d e c e n o y l - C o A  w h i c h  c a n  b e  f u r t h e r  d e g r a d e d  v i a  B - o x i d a t i o n .  

A c y l - C o A  D e h y d r o g e n a s e s  

A c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e s  a n d  b u t y r y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  a r e  

u b i q u i t o u s  e n z y m e s  c a t a l y z i n g  t h e  i n i t i a l  r e a c t i o n  o f  B -

o x i d a t i o n .  S e v e r a l  i n v e s t i g a t o r s ,  m a n y  o f  w h o m  w e r e  c o w o r k e r s  

o f  B e i n e r t ,  w e r e  t h e  f i r s t  t o  d e m o n s t r a t e  t h a t  t h r e e  d i f f e r e n t  

f l a v i n  n u c l e o t i d e  e n z y m e s  a r e  i n v o l v e d  i n  t h e  f i r s t  

d e h y d r o g e n a t i o n  s t e p  o f  B - o x i d a t i o n  i n  p i g  l i v e r  m i t o c h o n d r i a  

( 1 6 , 1 7 ) ,  a n d  a t  l e a s t  t w o  i n  b o v i n e  l i v e r  ( 1 7 , 1 8 ) ,  b o v i n e  h e a r t  

( 1 9 , 2 0 )  a n d  s h e e p  l i v e r  ( 2 1 ) .  B u t y r y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  f r o m  

m y c o b a c t e r i a  w a s  f i r s t  p u r i f i e d  b y  G e l b a r d  a n d  G o l d m a n  ( 2 2 )  a n d  

a t  l e a s t  t w o  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e s  a r e  p r e s e n t  i n  C o l  i  

( 2 3 ) .  T h e  o r i g i n a l  w o r k  o f  B e i n e r t  a n d  c o w o r k e r s  ( 1 7 )  a n d  e v e n  

t h e  m o r e  r e c e n t  s e p a r a t i o n  o f  t h e s e  e n z y m e s  c a r r i e d  o u t  b y  H a l l  
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a n d K a m i n  ( 1 9 , 2 4 )  h a v e  o n l y  d e m o n s t r a t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  b u t y r y l -

C o A  d e h y d r o g e n a s e  a n d  l o n g - c h a i n  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  i n  

b o v i n e  h e a r t .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e s e  p r o c e d u r e s  d i d  n o t  

r e s u l t  i n  t h e  c o m p l e t e  s e p a r a t i o n  o f  a l l  t h r e e  e n z y m e s  o r  t h a t  

t h e  l e n g t h y  p u r i f i c a t i o n  p r o c e d u r e s  r e s u l t e d  i n  t h e  l o s s  o f  o n e  

o f  t h e  e n z y m e s ,  o r  t h a t  o n l y  t w o  d e h y d r o g e n a s e s  a r e  p r e s e n t  i n  

h e a r t .  T h e  n o m e n c l a t u r e  u s e d  b y  B e i n e r t  ( 2 5 )  t o  d e s c r i b e  t h e s e  

t h r e e  d e h y d r o g e n a s e s  w a s  b a s e d  o n  t h e  d i s t i n c t  v i s u a l  p r o p e r t i e s  

a n d  s u b s t r a t e  s p e c i f i c i t i e s  o f  t h e  i n d i v i d u a l  e n z y m e s .  T h e s e  

f l a v i n  n u c l e o t i d e  e n z y m e s  w e r e  c l a s s i f i e d  a c c o r d i n g  t o  t h e i r  

d i s t i n c t i v e  c o l o r  a n d  t h e i r  c h a i n  l e n g t h  s p e c i f i c i t i e s  G  ( C 4 -

C 8 )  i s  g r e e n  i n  c o l o r  a n d  a c t s  o n  s u b s t r a t e s  w i t h  f o u r  t o  e i g h t  

c a r b o n  c h a i n  l e n g t h s ,  Y ( C 4 - C 1 6 )  i s  y e l l o w  i n  c o l o r  a n d  a c t s  o n  

s u b s t r a t e s  w i t h  f o u r  t o  s i x t e e n  c a r b o n  c h a i n  l e n g t h s ,  a n d  Y ' ( C 8 -

C 1 6 )  i s  d e e p  y e l l o w  i n  c o l o r  a n d  a c t s  o n  s u b s t r a t e s  w i t h  s i x  

t o  s i x t e e n  c a r b o n  c h a i n  l e n g t h s .  T h e  t h r e e  a c y l - C o A  

d e h y d r o g e n a s e s  a r e  n o w  c o m m o n l y  r e f e r r e d  t o  a s  b u t y r y l - C o A  

d e h y d r o g e n a s e ,  m e d i u m - c h a i n  o r  g e n e r a l  a c y 1 - C o A  d e h y d r o g e n a s e ,  

a n d  l o n g - c h a i n  o r  p a l m i t o y 1 - C o A  d e h y d r o g e n a s e ,  r e s p e c t i v e l y .  

T h e  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e s  h a v e  s i m i l a r  p h y s i c a l  a n d  c a t a l y t i c  

p r o p e r t i e s .  A l l  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e s  s o  f a r  s t u d i e d  a r e  o f  

a p p r o x i m a t e l y  e q u a l  m o l e c u l a r  w e i g h t  b e t w e e n  1 8 0 , 0 0 0  a n d  2 0 0 , 0 0 0  

d a l t o n s  ( 1 9 , 2 4 , 2 5 , 2 6 ) .  T h e  e n z y m e s  f r o m  s e v e r a l  s o u r c e s  d i s p l a y  

p H  o p t i m a  b e t w e e n  7 . 6  a n d  8 . 4 .  A l l  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e s  a r e  

c o m p o s e d  o f  f o u r ,  p o s s i b l y  i d e n t i c a l  s u b u n i t s  w h i c h  b i n d  o n e  
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F A D  e a c h  ( 1 9 , 2 4 , 2 6 ) .  T h e  f l a v i n  n u c l e o t i d e s  a r e  n o n - c o v a l e n t l y ,  

b u t  t i g h t l y  b o u n d  t o  t h e  a p o e n z y m e .  A  K q  o f  0 . 4 4  p M  h a s  b e e n  

d e t e r m i n e d  f o r  F A D  o f  b u t y r y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  f r o m  b o v i n e  

l i v e r  ( 2 7 ) .  H o w e v e r ,  i n  t h r e e  i n s t a n c e s  ( 2 1 , 2 2 , 2 7 )  s e p a r a t i o n  

o f  t h e  f l a v o p r o t e i n  i n t o  f l a v i n  n u c l e o t i d e s  a n d  p r o t e i n  a n d  

r e c o m b i n a t i o n  o f  t h e  c o m p o n e n t s  t o  y i e l d  a c t i v e  e n z y m e s  w a s  

a c h i e v e d .  F A D  a c c e p t s  e l e c t r o n s  f r o m  t h e  s u b s t r a t e  a n d  t r a n s f e r s  

t h e m  t o  t h e  m i t o c h o n d r i a l  e l e c t r o n  t r a n s p o r t  c h a i n  v i a  e l e c t r o n  

t r a n s f e r  f l a v o p r o t e i n  ( E T F )  ( 2 8 ) .  T h e  t r a n s f e r  o f  e l e c t r o n s  

f r o m  E T F  t o  t h e  m i t o c h o n d r i a l  e l e c t r o n  t r a n s p o r t  c h a i n  h a s  b e e n  

s u g g e s t e d  b y  E u z i c k a  a n d  B e i n e r t  ( 2 9 )  t o  b e  c a t a l y z e d  b y  E T F -

u b i q u i n o n e  o x i d o r e d u c t a s e ,  a n  i r o n - s u l f u r  f l a v o p r o t e i n  h i g h l y  

p u r i f i e d  f r o m  b e e f  h e a r t  m i t o c h o n d r i a .  M c K e a n  e t  a l  .  ,  ( 3 0 )  

h a v e  r e c e n t l y  f o u n d  E T F  t o  b e  c o m p o s e d  o f  t w o  n o n i d e n t i c a l  

s u b u n i t s  o n l y  o n e  o f  w h i c h  c o n t a i n s  a  F A D .  T h e  r e p o r t e d  m o l e c u l a r  

w e i g h t s  o f  t h e  s u b u n i t s  a r e  3 1 , 0 0 0  a n d  2 7 , 0 0 0  d a l t o n s .  E T F  i s  

s i g n i f i c a n t l y  m o r e  f l u o r e s c e n t  t h a n  a r e  t h e  a c y l - C o A  

d e h y d r o g e n a s e s .  T h e  f l u o r e s c e n c e  o f  E T F  a t  i t s  e m i s s i o n  p e a k  

a t  4 8 5  t o  4 9 0  n m  i s  3 . 5  t i m e s  g r e a t e r  t h a n  t h a t  o f  a n  e q u i v a l e n t  

a m o u n t  o f  F A D .  F l u o r e s c e n c e  o f  g e n e r a l  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e ,  

o n  t h e  o t h e r  h a n d ,  i s  l e s s  t h a n  1 %  o f  t h a t  o f  t h e  f r e e  f l a v i n  

d i n u c l e o t i d e  ( 2 4 ) .  A s  i s  t h e  c a s e  w i t h  m o s t  f 1  a v o p r o t e i n s ,  a  

b l e a c h i n g  o f  t h e  y e l l o w  c o l o r  o f  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  c a n  b e  

o b s e r v e d  w h e n  s u b s t r a t e  i s  a d d e d .  T h i s  c o n s t i t u t e s  r e a s o n a b l e  

p r o o f  t h a t  t h e  f l a v i n  n u c l e o t i d e  w h i c h  i s  p r e s e n t  i n  t h e s e  
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e n z y m e s  i s  i n  f a c t  p a r t i c i p a t i n g  i n  t h e  c a t a l y t i c  t u r n o v e r  ( 2 5 ) .  

M o r e  t h a n  t h i r t y  y e a r s  a g o  M a h l e r  ( 2 7 )  a t t r i b u t e d  t h e  d e e p  g r e e n  

c o l o r  o f  b u t y r y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  c o p p e r .  

H o w e v e r ,  t h e r e  e x i s t s  n o  c o n v i n c i n g  e v i d e n c e  t h a t  c o p p e r  o r  a n y  

o t h e r  m e t a l  i o n  i s  c o n t r i b u t i n g  t o  t h e  s p e c t r u m  o r  i s  i n v o l v e d  

i n  t h e  c a t a l y t i c  a c t i v i t y  o f  t h e s e  e n z y m e s .  W i l l i a m s o n ,  M a s s e y  

a n d  C o w o r k e r s  ( 3 1 )  h a v e  r e c e n t l y  f o u n d  t h a t  t h e  g r e e n i n g  l i g a n d  

i n  n a t i v e  b u t y r y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  f r o m  M ^  e  1  s d e n  i  i ,  a n d  

g e n e r a l  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  f r o m  p i g  k i d n e y  i s  a  C o A  

p e r s u l f i d e .  T h e y  s u g g e s t  t h a t  j _ n  v  i  v o  f o r m a t i o n  o f  s u c h  a  

l i g a n d  m o s t  l i k e l y  i n v o l v e s  s o m e  f o r m  o f  s u l f u r  d o n o r .  T h e y  

s u g g e s t  t h e  s u l f u r  i s  p r o b a b l y  d o n a t e d  b y  h y d r o g e n  s u l f i d e  

r e l e a s e d  b y  e 1 s d e n  i  i  i n  c u l t u r e .  H o w e v e r  s i n c e  m a m m a l i a n  

t i s s u e s  a r e  s e n s i t i v e  t o  l o w  l e v e l s  o f  h y d r o g e n  s u l f i d e ,  a  

m o r e  s p e c i f i c  s u l f u r  d o n o r  m u s t  b e  i n v o l v e d .  A  w e l l  d o c u m e n t e d  

s u l f u r  d o n a t i n g  e n z y m e  r h o d a n e s e  i s  m a i n l y  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  

m i t o c h o n d r i a  j _ n  v  i  v o ,  a n d  m a y  f u n c t i o n  i n  m a m m a l s  a s  a  s u l f u r  

d o n o r .  

T h e  s p e c t r a l  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e -

s u b s t r a t e  c o m p l e x e s  h a v e  b e e n  e x t e n s i v e l y  s t u d i e d  i n  a t t e m p t s  

t o  e l u c i d a t e  t h e  c a t a l y t i c  m e c h a n i s m  a n d  k i n e t i c s  o f  t h e  

d e h y d r o g e n a s e  r e a c t i o n  ( 2 5 , 3 2 , 3 3 , 3 4 ) .  R e c e n t  s t u d i e s  b y  H a l l  

a n d  L a m b e t h  ( 3 5 )  o n  t h e  n a t u r e  o f  t h e  e l e c t r o n  t r a n s f e r  f r o m  

h i g h l y  p u r i f i e d  p i g  l i v e r  g e n e r a l  a c y 1 - C o A  d e h y d r o g e n a s e  t o  E T F  

h a s  p r o v i d e d  e v i d e n c e  f o r  a  r a p i d  r e d u c t i o n  o f  t h e  E T F  t o  a  
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o n e - e l e c t r o n  a n i o n i c  s e m i q u i n o n e  f o l l o w e d  b y  t h e  s l o w  t r a n s f e r  

o f  a  s e c o n d  e l e c t r o n  t o  f o r m  t h e  f u l l y  r e d u c e d  E T F .  H a l l ' s  

r e s u l t s  s h o w  t h a t  t h e  a c y 1 - C o A  d e h y d r o g e n a s e - E T F  s y s t e m  u t i l i z e s  

t h e  s e m i q u i n o n e  c a t a l y t i c a l l y  .  T h e  r e c e n t  w o r k  o f  F r e r m a n  e t  

a l .  ( 3 6 )  o n  t h e  c h e m i c a l  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  c a r b o x y l  g r o u p s  

o f  c r y s t a l i z e d  p i g  l i v e r  g e n e r a l  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  h a s  

d e m o n s t r a t e d  t h a t  c a r b o x y l  r e s i d u e s  a r e  e s s e n t i a l  f o r  t h e  

t r a n s f e r  o f  e l e c t r o n s  f r o m  t h e  e n z y m e  t o  E T F .  I n  a n o t h e r  

p u b l i c a t i o n  ( 2 6 )  h e  a l s o  r e p o r t e d  t h e  a m i n o  a c i d  c o m p o s i t i o n ,  

i s o e l e c t r i c  p o i n t ,  a n d  a  p r o c e d u r e  f o r  t h e  c r y s t a l i z a t i o n  o f  

g e n e r a l  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  w h i c h  h a s  f a c i l i t a t e d  

m e c h a n i s t i c  s t u d i e s  i n  g r e a t e r  d e t a i l .  

A k i n e t i c  i n v e s t i g a t i o n  o f  h i g h l y  p u r i f i e d  p i g  l i v e r  g e n e r a l  

a c y 1 - C o A  d e h y d r o g e n a s e  ,  u s i n g  t h e  2 , 6 - d i c h 1 o r o p h e n o 1 i n d o p h e n o 1  

( D C P I P )  -  E T F  c o u p l e d  d y e  a s s a y ,  h a s  r e c e n t l y  b e e n  r e p o r t e d  b y  

M c K e a n  e t  a l .  ( 3 7 ) .  T h e  r e s u l t s  a r e  c o n s i s t e n t  w i t h  a n  o r d e r e d  

B i - B i  m e c h a n i s m  f o r  t h e  o x i d a t i o n  o f  b u t y r y l - C o A .  T h e  p r o p o s e d  

s c h e m e  ( M c K e a n  e t  a l . ) *  i s  i l l u s t r a t e d  b e l o w .  T h e  f i n a l  s t e p  

i n  t h e  d e h y d r o g e n a t i o n ,  w h i c h  a p p e a r s  t o  b e  r a t e - 1 i m i t i n g ,  i s  

t h e  r e l e a s e  o f  t i g h t l y  b o u n d  / \  2 . 3  - t r a n s -  e n o y l - C o A  p r o d u c t .  

T h e  a u t h o r s '  r e s u l t s  a r e  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  o r i g i n a l  

s p e c t r o s c o p i c  d a t a  o f  B e i n e r t  a n d  P a g e  ( 3 3 ) ,  w h i c h  i n d i c a t e  

t h a t  t h e  p r o d u c t  r e m a i n s  t i g h t l y  b o u n d  t o  t h e  e n z y m e  f o l l o w i n g  

1 .  M c K e a n ,  M . C . ,  F r e r m a n ,  F . E . ,  a n d  M i e l k e ,  D .  M .  ( 1 9 7 9 )  J .  
B i o l .  C h e m .  2 5 4 ,  P g .  2 7 3 2 .  
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r e o x i d a t i o n  o f  t h e  d e h y d r o g e n a s e  f l a v i n  n u c l e o t i d e  b y  t h e  

t r a n s f e r  o f  e l e c t r o n s  

t o  o x i d i z e d  E T F .  I t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  t h i s  s t r o n g  p r o d u c t  

b i n d i n g  m a y  b e  i n v o l v e d  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  8 - o x i d a t i o n  i n  

h e a r t ,  u n d e r  m e t a b o l i c  c o n d i t i o n s  a t  w h i c h  B - o x i d a t i o n  

i n t e r m e d i a t e s  a c c u m u l a t e .  

S 2  

•  

P 2  P i  

E o x  E o x - s  E r e d - P j  ( E r e d - P 1 - P 2 )  E o x - P i  E o x  

K e y :  -  o x d i z a b l e  a c y l - C o A  

S 2  -  E T F  o x i d i z e d  

P 2  -  E T F  r e d u c e d  

P i  -  e n o y l  - C o A  

T h e  k i n e t i c  m e c h a n i s m  o f  h i g h l y  p u r i f i e d  p i g  l i v e r  g e n e r a l  a c y  1  -

C o A  d e h y d r o g e n a s e  h a s  r e c e n t l y  b e e n  s t u d i e d  b y  S c h m i d t  e t  a l .  

( 3 8 ) .  R e s u l t s  o f  a  R e s o n a n c e  R a m a n  i n v e s t i g a t i o n  o f  e l e c t r o n  

t r a n s f e r  b e t w e e n  a c y l - C o A  s u b s t r a t e  a n d  o x i d i z e d  f l a v i n  a t  t h e  

e n z y m e  a c t i v e  s i t e  a r e  c o n s i s t e n t  w i t h  b a s e  c a t a l y z e d  f o r m a t i o n  

o f  a  c h a r g e  t r a n s f e r  c o m p l e x  b e t w e e n  t h e  C - 2  a n i o n  o f  t h e  

s u b s t r a t e  a n d  o x i d i z e d  f l a v i n  t h r o u g h  w h i c h  e l e c t r o n s  a r e  t r a n s -
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f e r r e d  f r o m  s u b s t r a t e  t o  N - 5 ,  C - 4 a  o f  t h e  f l a v i n  i s o a 1 1 o x a z i n e  

r i n g ,  a s  i l l u s t r a t e d  b e l o w ,  ( S c h m i d t  e t  a l . ) ^ .  I t  h a s  r e c e n t l y  

b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  e l e c t r o n  t r a n s f e r  b e t w e e n  a c y l - C o A  a n d  

o x i d i z e d  f l a v i n  o c c u r s  b y  s t e r i o s p e c i f i c  h y d r i d e  t r a n s f e r .  

/B: o 
;^-FAD || 
VCHa-CHa-CHj-C-SCoA 

ETF-FAD 

B — H  -  O  
-  FAD 

VCH3-CH2-CH-C-SCOA 
\ p p i r—\ ETF-FAD 

N-H 

B-H 

ETF CHj-CH-CH-C-SCoA 

N-H 

k t f  

S,CH3  

H 9 6 
CHj-CH=CH-C-SCoA 

FAD F A D  

/B-H 

- n ~ F A D H .  ^  

\  CH,-CH=CH-C-SCoA 

ETF-FADH-

T h e r e  i s  a  p a u c i t y  o f  i n f o r m a t i o n  o n  J j i  v i v o  a n d  j j i  v i t r o  

i n h i b i t o r s  s p e c i f i c  f o r  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e .  M a h l e r  ( 2 7 )  

r e p o r t e d  r e v e r s i b l e  i n h i b i t i o n  o f  b u t y r y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  

2 .  S c h m i d t ,  J . ,  R e i n s c h ,  J . ,  a n d  M c F a r l a n d ,  J .  T .  ( 1 9 8 1 )  J .  
B i o l .  C h e m .  2 5 6 ,  P g .  1 1 6 6 7 .  
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f r o m  b o v i n e  l i v e r  b y  m e r c u r i a l s .  H o w e v e r ,  5 0 %  i n h i b i t i o n  o f  

t h e  e n z y m e  r e q u i r e d  a n  i n h i b i t o r  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 3  m M .  

A c e t o a c e t y 1 - C o A  a n d  c i u t o n y l - C o A  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  i n h i b i t  

r e v e r s i b l y  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  ( 3 7 ) ,  a n d  b u t y r y l - C o A  

d e h y d r o g e n a s e  ( 3 9 ) .  H y p o g l y c i n ,  a n  u n u s u a l  a m i n o  a c i d ,  i s  t h e  

a c t i v e  a n d  t o x i c  c o m p o n e n t  o f  t h e  u n r i p e  a c k e e  f r u i t .  W h i l e  

t h e  r i p e  f r u i t  s e r v e s  a s  a  d i e t a r y  s t a p l e  i n  J a m a i c a ,  i n g e s t i o n  

o f  u n r i p e  f r u i t  c a u s e s  s e v e r e  h y p o g l y c e m i a  a n d  o f t e n  d e a t h  i n  

m a n  ( 4 0 , 4 1 ) .  H y p o g l y c i n  w a s  f o u n d  t o  b e  m e t a b o l i z e d  t o  

m e  t h y  I e n e c y c I  o p r o p y 1  a c e t a t e  ( M C P A )  i n  m a m m a l s  ( 4 2 ) .  T h e  l a t t e r  

h a s  b e e n  i m p l i c a t e d  i n  s o m e  o f  t h e  t o x i c  e f f e c t s  ( 4 0 ) ,  a n d  i t s  

C o A - e s t e r  i s  b e l i e v e d  t o  i n h i b i t  o x i d a t i o n  o f  f a t t y  a c i d s  b o t h  

i  n  v  i  v o  ( 4 3 )  a n d  v i t r o  (  4 4 , 4 5 ) .  G h i s l a  e t  a l  .  ( 4 6 )  h a v e  

r e c e n t l y  d e m o n s t r a t e d  t h e  i r r e v e r s i b l e  i n h i b i t i o n  o f  h i g h l y  

p u r i f i e d  g e n e r a l  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  f r o m  p i g  k i d n e y  b y  M C P A -

C o A .  T h e  a u t h o r s  p r e s e n t  s p e c t r a l  e v i d e n c e  f o r  f o r m a t i o n  o f  a  

c o v a l e n t  a d d u c t  b e t w e e n  t h e  i n h i b i t o r  a n d  e n z y m e - b o u n d  F A D  a n d  

a  c o r r e s p o n d i n g  i r r e v e r s i b l e  i n a c t i v a t i o n  o f  t h e  e n z y m e .  

F r e r m a n  e t  a l .  ( 4 7 )  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  3 - o c t y n o y 1 - C o A  i s  a  

p o t e n t  i r r e v e r s i b l e  i n h i b i t o r  o f  h i g h l y  p u r i f i e d  p i g  l i v e r  

g e n e r a l  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e .  T h e  p r e s e n c e  o f  a  t r i p l e  b o n d  

b e  t w e e n  c a r b o n s  3  a n d  4  o f  t h i s a c y l - C o A i s  b e l i e v e d  t o  i n a c t i v a t e  

t h e  d e h y d r o g e n a s e  v i a  t h e  f o l l o w i n g  m e c h a n i s m  a s  i l l u s t r a t e d  
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b e l o w .  ( F r e r m a n  e t  a l . ) 3 .  

S t e p  N o .  1  

T h e  b a s e - c a t a l y z e d  a b s t r a c t i o n  o f  a  p r o t o n  a t  t h e  n u m b e r  2  

c a r b o n  o f  t h e  3 - y n o y l - C o A ,  f o l l o w e d  b y  i  s o m e  r  i  z a . t  i  o n  t o  t h e  

/ \ 2  t  3  _  a l l e n e  c a r b a n i o n .  

/  I !  
E  + R - C  =  C - C H - C - S C o A  —  
N  B :  

X  0  

/  X  I I  
E -  •  - R -  C = C - C H - C - S C o A  

x  B :  

/  ©  I I  
E - ' - R - C E C - C H - C - S C O A  
N B:H 

X  ®  
/  ©  I I  

E - - - R -  C = C = C H  -  C  -  S C o A  
x B:H 

3 .  F r e r m a n ,  F .  E .  M i z i o r k o ,  H . M . ,  a n d  B e c k m a n n ,  J . D .  ( 1 9 8 0 )  
J .  B i o l .  C h e m .  2 5 5 ,  P g .  1 1 1 9 7  
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S t e p  N o .  2  

P r o t o n a t i o n  o f  t h e  c a r b a n i o n .  

X  0  
/ I I  

E - - R - C H  =  C  =  C H -  C - S C o A  
s B-'H 

S t e p  N o .  3  

R e a c t i o n  o f  a  n u c l e o p h i l e  a t  t h e  e n z y m e  a c t i v e  s i t e  w i t h  

i s  f o r m e d  b e t w e e n  t h e  i n h i b i t o r  a n d  t h e  p r o t e i n  a n d  n o t  w i t h  

t h e  f l a v i n  n u c l e o t i d e  a s  w a s  p r e v i o u s l y  s u g g e s t e d  ( 4 8 ) .  

D u r i n g  o u r  s t u d y  o f  t h e  r e g u l a t i o n  o f  f a t t y  a c i d  o x i d a t i o n  

i n  h e a r t  s e v e r a l  3 - y n o i c  c o m p o u n d s  w e r e  t e s t e d  ^ n  v i t r o  f o r  

t h e i r  a b i l i t y  t o  i n h i b i t  t h e  b o v i n e  h e a r t  a n d  r a t  h e a r t  a c y l -

C o A  d e h y d r o g e n a s e s .  

M o s t  r e c e n t l y ,  w h i l e  w r i t i n g  t h i s  t h e s i s ,  T a n a k a ' s  g r o u p  

( 4 9 )  r e p o r t e d  t h e  s e p a r a t i o n  a n d  p r o p e r t i e s  o f  f i v e  d i s t i n c t  

t h e  n u m b e r  3  c a r b o n  o f  t h e  A *  > 3 - d i e n o y 1 - C o A .  A  c o v a l e n t  b o n d  

E  • • • R - C H r - C  =  C H -  C - S C o A  
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a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e s  f r o m  r a t  l i v e r  m i t o c h o n d r i a .  T w o  

h i t h e r t o  u n k n o w n  d e h y d r o g e n a s e s  w h i c h  a r e  s p e c i f i c  f o r  b r a n c h e d  

c h a i n  a c y l - C o A ' s  w e r e  s e p a r a t e d  f r o m  t h e  t h r e e  p r e v i o u s l y  k n o w n  

s t r a i g h t  c h a i n  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e s .  A t  t h e  p r e s e n t  t i m e  

t h e r e  h a s  b e e n  n o  d e m o n s t r a t i o n  o f  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e s e  b r a n c h  

c h a i n  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e s  i n  r a t  h e a r t  o r  i n  o t h e r  m a m m a l i a n  

t  i  s s u e s .  

T h e  R e g u l a t i o n  o f  F a t t y  A c i d  ,  

O x  i  d a  t  i  o n  i n  H e a r t  

U n d e r  n o r m a l  p h y s i o l o g i c a l  c o n d i t i o n s  t h e  h e a r t  

p r e f e r e n t i a l l y  d e r i v e s  e n e r g y  f r o m  t h e  m i t o c h o n d r i a l  o x i d a t i o n  

o f  f a t t y  a c i d s  ( 5 0 ) .  G 1 y c o g e n o l y s i s  a n d  s p e c i f i c a l l y  t h e  

o x i d a t i o n  o f  p y r u v a t e  d e r i v e d  f r o m  g l y c o g e n  p r o v i d e  m o s t  o f  t h e  

e n e r g y  d u r i n g  t h e  o n s e t  o f  h e a v y  w o r k .  U n d e r  c o n d i t i o n s  w h e r e  

t h e  b l o o d  c o n t a i n s  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  k e t o n e  b o d i e s ,  t h e s e  

m e t a b o l i t e s  c a n  b e  o x i d i z e d  a n d  c o n t r i b u t e  s i g n i f i c a n t l y  t o  t h e  

e n e r g y  m e t a b o l i s m  i n  h e a r t  m u s c l e  ( 5 1 ) .  

T h e  r e g u l a t i o n  o f  f a t t y  a c i d  o x i d a t i o n  i n  h e a r t  h a s  b e e n  

e x t e n s i v e l y  s t u d i e d  b y  m a n y  s c i e n t i s t s .  H o w e v e r ,  a  u n i f y i n g  

p i c t u r e  o f  h o w  t h e  r a t e  o f  f a t t y  a c i d  o x i d a t i o n  i s  t u n e d  t o  t h e  

e n e r g y  d e m a n d  o f  t h e  c e l l  h a s  n o t  y e t  e m e r g e d .  M o r e  s p e c i f i c a l l y  

t h e  r e g u l a t o r y  s i t e s  ,  m e c h a n i s m s ,  a n d  f e e d b a c k  m e t a b o l i t e s  h a v e  

n o t  b e e n  i d e n t i f i e d .  

A l t h o u g h  t h e r e  i s  n o  c o n s e n s u s  a s  t o  t h e  r e g u l a t i o n  o f  
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f a t t y  a c i d  o x i d a t i o n  i n  h e a r t  m u s c l e ,  i t  i s  g e n e r a l l y  a c c e p t e d  

t h a t  t h e  r a t e  o f  f a t t y  a c i d  o x i d a t i o n  i s  d i r e c t l y  r e l a t e d  t o  

t h e  p l a s m a  f r e e  f a t t y  a c i d  c o n c e n t r a t i o n  a n d  t o  t h e  e n e r g y  

d e m a n d  o f  t h e  t i s s u e .  T h e  p l a s m a  c o n c e n t r a t i o n  o f  f r e e  f a t t y  

a c i d s  i s  h o r m o n a l l y  r e g u l a t e d  v i a  t h e  h o r m o n e  s e n s i t i v e  l i p a s e  

o f  a d i p o s e  t i s s u e  ( 5 2 ) .  H o r m o n e  s e n s i t i v e  l i p a s e  i s  r e g u l a t e d  

b y  p h o s p h o r y 1  a t i o n  - d e p h o s p h o r y 1  a t i o n  i n  r e s p o n s e  t o  s e v e r a l  

h o r m o n e s .  T h e  p h o s p h o r y 1  a  t e d  e n z y m e  i s  a c t i v e  a n d  p r e d o m i n a t e s  

w h e n  t h e  i n t r a c e l l u l a r  g l u c a g o n  a n d  e p i n e p h r i n e  i s  h i g h  ( 5 3 ) .  

I n s u l i n  c a u s e s  d e p h o s p h o r y l a t i o n  o f  t h e  e n z y m e  a n d  t h u s  i n h i b i t s  

l i p o l y s i s  ( 5 4 ) .  C i r c u l a t i n g  a l b u m i n - b o u n d  n o n - e s t e r i f i e d  f a t t y  

a c i d s  r e a c h  t i s s u e s  w h e r e  t h e i r  u p t a k e  b y  c e l l s  a n d  t h e i r  

c y t o s o l i c  t r a n s p o r t  r e m a i n  i n c o m p l e t e l y  c h a r a c t e r i z e d .  H o w e v e r ,  

s e v e r a l  w o r k e r s  h a v e  r e c e n t l y  s u g g e s t e d  t h a t  a  f a t t y  a c i d  b i n d i n g  

p r o t e i n  i s  i n v o l v e d  i n  t h e  t r a n s f e r  o f  f a t t y  a c i d s  a c r o s s  t h e  

c y t o s o l  o f  h e a r t  c e l l s .  Z  p r o t e i n  m a y  f u n c t i o n  i n  t h i s  s a m e  

c a p a c i t y  i n  l i v e r  ( 5 5 , 5 6 , 5 7 ) .  

I t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  a c t i v a t i o n  o f  f a t t y  a c i d s  

b y  a c y l - C o A  s y n t h e t a s e  a n d / o r  t h e i r  s u b s e q u e n t  t r a n s f e r  t o  

c a r n i t i n e  v i a  c a r n i t i n e  p a l m i t o y l  t r a n s f e r a s e  I  m a y  b e  

r e g u l a t o r y  s t e p s  i n  f a t t y  a c i d  o x i d a t i o n .  A c y l - C o A  s y n t h e t a s e  

m a y  b e  r e g u l a t e d  u n d e r  p h y s i o l o g i c a l  c o n d i t i o n s  b y  p a l m i t o y l -

C o A .  P a n d e  ( 5 8 )  r e p o r t s  t h a t  p a l m i t o y  1 - C o A  i n h i b i t s  t h e  

s y n t h e t a s e  b y  i n c r e a s i n g  t h e  K m  f o r  C o A S H .  O r a m  e t  a l .  ( 5 9 )  

p r o p o s e  t h a t  t h e  i n t r a m i t o c h o n d r i a  1  c o n c e n t r a t i o n  o f  a c e t y l -
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C o A  m a y  d e t e r m i n e  t h e  c y t o s o l i c  C o A S H  c o n c e n t r a t i o n  a n d  t h e r e ­

b y  t h e  a c t i v i t y  o f  a c y l - C o A  s y n t h e t a s e .  T h e  a u t h o r  s u g g e s t s  

t h a t  t h e  r a t e  o f  f a t t y  a c i d  a c t i v a t i o n  c o u l d  b e  r e s t r i c t e d  b y  

l o w  l e v e l s  o f  c y t o s o l i c  C o A S H  w h e n  t h e  r a t e  o f  a c e t y l - C o A  

p r o d u c t i o n  f r o m  S - o x i d a t i o n  e x c e e d s  t h e  r a t e  o f  i t s  o x i d a t i o n  

t h r o u g h  t h e  T C A  c y c l e  a s  i t  o c c u r s  i n  h e a r t s  p e r f u s e d  w i t h  h i g h  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  e x o g e n o u s  p a l m i t a t e  ( 6 0 ) .  

R e c e n t l y  M c  G a r r y  a n d  F o s t e r  ( 6 1 )  h a v e  s u g g e s t e d  t h a t  i n  

l i v e r  m a l o n y l - C o A  m a y  r e g u l a t e  t h e  a c t i v i t y  o f  c a r n i t i n e  

p a l m i t o y l  t r a n s f e r a s e  I .  H o w e v e r ,  t h i s  t y p e  o f  r e g u l a t i o n  i s  

u n l i k e l y  t o  f u n c t i o n  i n  h e a r t  w h e r e  m a l o n y l - C o A  i s  n o t  

s y n t h e s i z e d .  I n  c o n t r a s t  t o  t h e s e  r e s u l t s ,  i n  v i  t r o  m e a s u r e m e n t s  

p e r f o r m e d  b y  P a n d e  ( 6 2 )  l e d  h i m  t o  c o n c l u d e  t h a t  t h e  o p t i m a l  

a c t i v i t i e s  o f  a c y l - C o A  s y n t h e t a s e  a n d  c a r n i t i n e  p a l m i t o y l  

t r a n s f e r a s e  I  a r e  h i g h e r  t h a n  t h e  c a p a c i t y  o f  h e a r t  m i t o c h o n d r i a  

t o  o x i d i z e  f a t t y  a c i d s .  I t  h a s  a l s o  b e e n  p r o p o s e d  t h a t  a c y l -

C o A  d e h y d r o g e n a s e  m a y  c a t a l y z e  a  s l o w  s t e p  i n  t h e  p a t h w a y .  

B a s e d  o n  _ i _ n  v i t r o  a s s a y s  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  a p p e a r s  t o  b e  

1 0  t i m e s  l e s s  a c t i v e  t h a n  s u b s e q u e n t  B - o x i d a t i o n  e n z y m e s  ( 6 3 ) .  

H o w e v e r ,  r e s u l t s  o f  J _ n  v i t r o  a s s a y s  m a y  b e  p o o r  i n d i c a t o r s  o f  

i  n  v  i  v o  e n z y m e  a c t i v i t i e s ,  a n d  i n  t h e  c a s e  o f  t h e  a c y l - C o A  

d e h y d r o g e n a s e s  m a y  y i e l d  l o w e r  t h a n  o p t i m u m  a c t i v i t y  v a l u e s  

b e c a u s e  t h e  a s s a y s  a r e  p e r f o r m e d  w i t h  a r t i f i c i a l  e l e c t r o n  

a c c e p t o r s .  

P r e s e n t  i n  t h e  m a t r i x  s p a c e  o f  m i t o c h o n d r i a  a r e  c o m p o u n d s  
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w h i c h  t h e o r e t i c a l l y  m a y  f u n c t i o n  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  o n e  o r  

m o r e  o f  t h e  e n z y m e s  o f  t h e  1 3 - o x i d a t i o n  p a t h w a y .  L u m e n g ,  D a v i s  

a n d  C o w o r k e r s  ( 6 4 )  s u g g e s t  t h a t  t h e  a c t i v i t y  o f  3 - h y d r o x y a c y  1  -

C o A  d e h y d r o g e n a s e  m a y  b e  r e g u l a t e d  b y  t h e  N A D H / N A D 4 "  r a t i o .  

O l o w e  a n d  S c h u l z  ( 6 5 )  s u g g e s t  t h a t  3 - k e t o a c y 1 - C o A  t h i o l a s e  i s  

r e g u l a t e d  b y  i n t r a m i t o c h o n d r i a  1  a c e t y 1 - C o A  w h i c h  t u n e s  t h e  r a t e  

o f  f a t t y  a c i d  o x i d a t i o n  t o  t h e  r a t e  o f  t h e  c i t r i c  a c i d  c y c l e .  

F o n g  a n d  S c h u l z  ( 6 6 )  h a v e  s h o w n  b y  t h e  u s e  o f  t h e  i n h i b i t o r  4 -

p e n t e n o i c  a c i d  t h a t  i n  c o u p l e d  r a t  h e a r t  m i t o c h o n d r i a ,  f a t t y  

a c i d  o x i d a t i o n  a n d  3 - k e t o a c y 1 - C o A  t h i o l a s e  a r e  i n h i b i t e d  i n  a  

p a r a l l e l  f a s h i o n .  S i m i l a r l y  O l o w e  a n d  S c h u l z  ( 6 7 )  i n  a  r e c e n t  

k i n e t i c  e v a l u a t i o n  o f  t h e  i n h i b i t i o n  c a u s e d  b y  4 - b r o m o c r o t o n i c  

a c i d  i n  c o u p l e d  r a t  h e a r t  m i t o c h o n d r i a ,  d e m o n s t r a t e d  t h a t  3 -

k e t o a c y l - C o A  t h i o l a s e  a n d  r e s p i r a t i o n  s u p p o r t e d  b y  

p a l m i t o y  1 c a r n i t i n e  a r e  i n a c t i v a t e d  a t  e q u a l  r a t e s .  T h e s e  

f i n d i n g s  p o i n t  t o  t h e  t h i o l a s e  I  c a t a l y z e d  r e a c t i o n  a s  a  ( t h e )  

r a t e -  1 i m i t i n g  s t e p  i n  f a t t y  a c i d  o x i d a t i o n  i n  h e a r t .  

S c h u l z ' s  g r o u p  p r o p o s e  t h a t  t h e  r a t e  o f  f a t t y  a c i d  o x i d a t i o n  

i n  h e a r t  i s  a d j u s t e d  t o  t h e  r a t e  o f  t h e  c i t r i c  a c i d  c y c l e  a n d  

u l t i m a t e l y  t o  t h e  e n e r g y  d e m a n d  o f  t h e  c e l l  v i a  f e e d b a c k  

r e g u l a t i o n  o f  3 - k e t o a c y 1 - C o A  t h i o l a s e  b y  a c e t y l - C o A .  T h e  a c y l -

C o A  t h i o e s t e r a s e  ( E C  3 . 1 . 2 . 1 )  t o  ( E C  3 . 1 . 2 . 1 1 )  i n  t u r n  i s  

r e g u l a t e d  b y  N A D H ,  C o A S H  a n d  A T P  ( 6 8 ) .  T h i s  e n z y m e  p r o v i d e s  

f r e e  C o A S H  f o r  o x i d a t i v e  m e t a b o l i s m  w h e n  t h e  e n e r g y  r e q u i  r e m e n t  

o f  t h e  c e l l  i s  h i g h ,  b u t  t h e  c i t r i c  a c i d  c y c l e  o p e r a t e s  a t  a n  
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i n s u f f i c i e n t  r a t e .  U n d e r  s u c h  c o n d i t i o n s T f i e  t h i o e s t e r a s e  w i l l  

u n  c o u p l e  f a t t y  a c i d o x i d a t i o n  f r o m  t h e  c i t r i c  a c i d  c y c l e ,  t h e r e  b y  

a l l o w i n g  1 3 - o x i d a t i o n  t o  o p e r a t e  a t  a n  o p t i m a l  r a t e ,  a  

d i a g r a m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  i s  p r e s e n t e d  i n  F i g .  1 .  H o w e v e r ,  

t h i s  p r o p o s a l  r a i s e s  b u t  d o e s  n o t  a n s w e r  t h e  q u e s t i o n  w h e t h e r  

a  f e e d b a c k  c o n n e c t i o n  e x i s t s  b e t w e e n  t h e  l a s t  a n d  f i r s t  s t e p s  o f  

B - o x i d a t i o n .  A  m a j o r  g o a l  o f  t h i s  t h e s i s  i s  t o  a n s w e r  t h i s  

q u e s  t  i o n  .  
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F i g .  1 .  D i a g r a m m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  i n t e g r a t e d  p a t h w a y s  

o f  Q - o x i d a t i o n ,  T C A  c y c l e  a n d  o x i d a t i v e  p h o s p h o r y l a t i o n .  
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F i g .  1  

REGULATION OF FATTY ACID OXIDATION IN HEART 

Fatty Acids •* Triglycerides 

CoASH R-C-CH.-C-SCoA 

Thioesterase 
/9-Oxidation 

Cycle 
Thiolase I TCA Cycle 

R-C-SCoA 
CH -C-SCoA 

NADH ADP+P. 

NAD ATP 
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L i t t l e  i s  k n o w n  a b o u t  a  p o s s i b l e  p h y s i c a l  a s s o c i a t i o n  o f  

t h e  e n z y m e s  o f  B - o x i d a t i o n  i n  m a m m a l s .  I n  c o n t r a s t ,  t h e  e n z y m e s  

o f  B - o x i d a t i o n  i n  E .  C o  1  i  h a v e  b e e n  s h o w n  b y  S e h u l z  a n d  c o w o r k e r s  

t o  b e  p a r t  o f  a  2 6 0 , 0 0 0  d a l t o n  m u l t i  e n z y m e  c o m p l e x  ( 6 9 , 7 0 ) .  

E a r l y  r e p o r t s  ( 7 1 )  a b o u t  t h e  a b s e n c e  o f  i n t e r m e d i a t e s  o f  f a t t y  

a c i d  o x i d a t i o n  i n  m i t o c h o n d r i a  l e d  t o  t h e  s u g g e s t i o n  t h a t  t h e  

B - o x i d a t i o n  e n z y m e s  a r e  o r g a n i z e d  i n t r a m i t o c h o n d r i a  I  1 y  a s  a  

l o o s e l y  a s s o c i a t e d  c o m p l e x  t o  w h i c h  t h e  B - o x i d a t i o n  

i n t e r m e d i a t e s  r e m a i n  b o u n d  ( 7 2 , 7 3 ) .  H o w e v e r ,  m o r e  r e c e n t  

a t t e m p t s  t o  d e t e c t  i n t e r m e d i a t e s  o f  B - o x i d a t i o n  h a v e  

d e m o n s t r a t e d  t h a t  v a r i o u s  l o n g - c h a i n  3 - h y d r o x y  i n t e r m e d i a t e s  

i n c l u d i n g  3 - h y d r o x y  f a t t y  a c i d s  a c c u m u l a t e  i n  r a t  h e a r t  

m i t o c h o n d r i a  p o i s o n e d  w i t h  r o t e n o n e  ( 7 4 ) .  V e r y  r e c e n t l y  M o o r e  

e t  a l .  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  m e d i u m  a n d  l o n g - c h a i n  3 - h y d r o x y  

f a t t y  a c i d s  a c c u m u l a t e  i n  c o u p l e d  r a b b i t  h e a r t  m i t o c h o n d r i a  

i n c u b a t e d  w i t h  r o t e n o n e  ( 7 5 ) .  H o w e v e r ,  t e r m i n a l  r e s p i r a t o r y  

c h a i n  i n h i b i t i o n  b y  c y a n i d e  s u f f i c i e n t  t o  i n h i b i t  p a l m i t o y l -

C o A  o x i d a t i o n  b y  8 5 %  d i d  n o t  c a u s e  3 - h y d r o x y  i n t e r m e d i a t e s  t o  

a c c u m u l a t e ,  e v e n  t h o u g h  N A D H / N A D +  r a t i o s  w e r e  c o m p a r a b l e  t o  

t h o s e  a t t a i n e d  w i t h  r o t e n o n e .  

W h e t h e r  o t h e r  r e g u l a t o r y  m e t a b o l i t e s  o r  s i t e s  e x i s t  m u s t  

b e  e s t a b l i s h e d  b e f o r e  t h e  e n t i r e  p i c t u r e  o f  t h e  r e g u l a t i o n  o f  

f a t t y  a c i d  o x i d a t i o n  i n  h e a r t  i s  c o m p l e t e .  T o  t h i s  e n d  m y  

t h e s i s  a d d r e s s e s  t h e  f o l l o w i n g  q u e s t i o n s :  

-  2 1  -



1 .  H o w  m a n y  a e y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e s  a r e  p r e s e n t  i n  h e a r t ?  

2 .  W h a t  a r e  t h e  k i n e t i c  p r o p e r t i e s  o f  t h e s e  d e h y d r o g e n a s e s ?  

3 .  D o  m i t o c h o n d r i a l  c o e n z y m e s  a n d  m e t a b o l i t e s  i n h i b i t  a n d  

t h u s  r e g u l a t e  t h e s e  d e h y d r o g e n a s e s ?  

4 .  D o  r e g u l a t o r y  m e t a b o l i t e s  c h a n g e  i n  c o n c e n t r a t i o n  i n  

r e s p o n s e  t o  a  c h a n g i n g  e n e r g y  d e m a n d  o f  t h e  h e a r t ?  

5 .  D o e s  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  c a t a l y z e  t h e  r a t e  l i m i t i n g ,  

o r  o n e  o f  t h e  s l o w  r e a c t i o n s  i n  8 - o x i d a t i o n ?  

E X P E R I M E N T A L  P R O C E D U R E S  

M a  t e  r  i  a  1 s  -  C o A S H  a n d  C o A  d e r i v a t i v e s  o f  s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d s  

w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  P - L  B i o c h e m i c a 1 s ,  I n c .  S i g m a  C h e m i c a l  

C o m p a n y  w a s  t h e  s o u r c e  o f  D L - 3 - h y d r o x y b u t y r i c  a c i d ,  p h e n a z i n e  

m e t h o s u l f a t e ,  2 , 6 - d i c h 1 o r o p h e n o 1 i n d o p h e n o 1 ,  9 - o c t a d e c y n o i c  

a c i d ,  a n d  L - 3 - h y d r o x y a c y I - C o A  d e h y d r o g e n a s e .  2 - U n d e c a n o n e ,  

t r a n s - 2 - d e c e n o i c  a c i d ,  a n d  t r a n s - 2 - h e x a d e c e n o i c  a c i d  w e r e  

o b t a i n e d  f r o m  A l d r i c h  C h e m i c a l  C o m p a n y .  3 - o c t y n e - l - o l  w a s  

p u r c h a s e d  f r o m  C D S  L a b o r a t o r i e s .  M e t h y l  3 - k e t o p a I m i t a t e  w a s  

p r o v i d e d  b y  P r o f e s s o r  H o r s t  S c h u l z ,  D e p a r t m e n t  o f  C h e m i s t r y ,  

C i t y  C o l l e g e  o f  N e w  Y o r k .  [ 1 6 - ^ ^ q ]  P a l m i t i c  a c i d  w a s  p u r c h a s e d  

f r o m  N e w  E n g l a n d  N u c l e a r .  L - C a r n i t i n e  a n d  p a I m i t o y  1  - ( L ) -

c a r n i t i n e  w e r e  g e n e r o u s l y  p r o v i d e d  b y  D r .  K .  B r e n d e l ,  U n i v e r s i t y  

o f  A r i z o n a  C o l l e g e  o f  M e d i c i n e .  F r e s h  b o v i n e  h e a r t  a n d  l i v e r  

w e r e  b o u g h t  f r o m  M a x  I n s e l  C o h e n  C o m p a n y ,  L i v i n g s t o n ,  N .  J .  D L -

3 - H y d r o x y d e c a n o i c  a c i d  w a s  s y n t h e s i z e d  b y  r e d u c t i o n  w i t h  N a B H 4  
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o f  e t h y l  3 - k e t o d e c a n a t e ,  p r e p a r e d  a c c o r d i n g  t o  a n  e s t a b l i s h e d  

p r o c e d u r e  ( 7 6 ) ,  f o l l o w e d  b y  h y d r o l y s i s .  T h e  C o A  d e r i v a t i v e s  o f  

D L - h y d r o x y b u t y r i c  a c i d ,  2 - d e c e n o i c  a c i d ,  2 - h e x a d e c e n o i c  a c i d ,  

3 - o c t y n o i c  a c i d ,  a n d  D L - 3 - h y d r o x y d e c a n o i c  a c i d  w e r e  s y n t h e s i z e d  

f r o m  t h e  c o r r e s p o n d i n g  f r e e  a c i d s  a n d  C o A  b y  t h e  m e t h o d  o f  

G o l d m a n  a n d  V a g e l o s  ( 7 7 ) .  3 - K e  t o d e c a n o y  1 - C o A . ,  a n d  3 -

k e t o p a l m i t o y  1 - C o A  w e r e  p r e p a r e d  e n z y m a t i c a 1 1 y  f r o m  t h e  

r e s p e c t i v e  t r a n s - 2 - e n o y l - C o A  a c c o r d i n g  t o  t h e  p r o c e d u r e  o f  

S e u b e r t  e t  a l .  ( 7 8 ) .  A c e t o a c e t y 1 - C o A  ( 7 9 )  a n d  c r o t o n y l - C o A  

( 8 0 )  w e r e  p r e p a r e d  b y  e s t a b l i s h e d  p r o c e d u r e s .  3 - O c t y n o i c  a c i d  

w a s  p r e p a r e d  b y  o x i d a t i o n  o f  3 - o c t y n - l - o l  a s  d e s c r i b e d  b y  S t o f f e l  

e t  a l .  ( 8 1 ) .  [ 1 6 - 1 4 C ]  P a I m i t o y  1 - C o A  w a s  s y n t h e s i z e d  f r o m  t h e  

c o r r e s p o n d i n g  f r e e  a c i d  ( 5 7  m C i / m m o l )  a n d  C o A  b y  a  m o d i f i c a t i o n  

o f  t h e  m e t h o d  o f  G o l d m a n  a n d  V a g e l o s  ( 7 7 ) .  T h e  p r o d u c t  h a d  a  

s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  5 5  x  1 0 ^  d p m / n m o l .  T h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  

3 - k e t o d e c a n o y l - C o A ,  a n d  3 - k e t o p a l m i t o y l - C o A  w e r e  e s t i m a t e d  b y  

r e c o r d i n g  a t  3 4 0  n m  t h e  o x i d a t i o n  o f  N A D H  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

3 - h y d r o x y a c y 1 - C o A  d e h y d r o g e n a s e .  T h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a l l  

o t h e r  a c y l - C o A  c o m p o u n d s  w e r e  d e t e r m i n e d  b y  t h e  m e t h o d  o f  E l l m a n  

( 8 2 )  a f t e r  c l e a v i n g  t h e  t h i o e s t e r  b o n d  w i t h  h y d r o x y 1  a m i n e  a t  

p H  7 . 0 .  

A c y l - C o A  D e h y d r o g e n a s e  a n d  P r o t e i n  A s s a y s  -  A l l  t h r e e  a c y l - C o A  

d e h y d r o g e n a s e s  w e r e  a s s a y e d  s p e c t r o p h o t o m e t r i c a 1 1 y  b y  f o l l o w i n g  

a t  6 0 0  n m  t h e  a c y l - C o A  d e p e n d e n t  r e d u c t i o n  o f  2 , 6 -

d i c h 1 o r o p h e n o 1 i n d o p h e n o 1  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  p h e n a z i n e  
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m e t h o s u l f a t e  a s  o u t l i n e d  b y  H o s k i n s  ( 8 3 ) .  T h e  a s s a y  m i x t u r e  

c o n t a i n e d  0 . 1  M  p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  ( p H  7 . 6 )  2 8  p M  2 , 6 -

d i c h 1 o r o p h e n o 1 i n d o p h e n o l  ,  0 . 6 5  m M  p h e n a z i n e  m e t h o s u l f a t e ,  2 0  

p M  a c y l - C o A ,  0 . 2  m M  N - e t h y l m a 1 e i m i d e ,  a n d  e n z y m e  t o  o b t a i n  a  

t h e  a d d i t i o n  o f  e n z y m e  w h e n  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  a c y l - C o A  

d e h y d r o g e n a s e  w a s  a s s a y e d .  P h e n a z i n e  m e t h o s u l f a t e  w a s  a d d e d  

l a s t  w h e n  m i t o c h o n d r i a  o r  a  m i t o c h o n d r i a l  e x t r a c t  w a s  u s e d  a s  

a n  e n z y m e  s o u r c e .  A d d i t i o n a l  c o m p o n e n t s  w e r e  0 . 0 9 %  T r i t o n  X -

1 0 0  t o  d i s r u p t  t h e  m i t o c h o n d r i a  a n d  0 . 4 5  m M  K C N  t o  p r e v e n t  t h e  

n o n s p e c i f i c  r e o x i d a t i o n  o f  p h e n a z i n e  m e t h o s u l f a t e .  W h e n  g e n e r a l  

a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  w a s  a s s a y e d ,  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  

p h e n a z i n e  m e t h o s u l f a t e  ( P M S )  w a s  i n c r e a s e d  t o  6 . 5  m M .  N -

E t h y l m a 1 e i m i d e  w a s  p r e s e n t  i n  t h e  a s s a y  m i x t u r e  t o  r e d u c e  t h e  

b a c k g r o u n d  r a t e  d u e  t o  t h e  r e a c t i o n  o f  2 , 6 -

d i c h 1 o r o p h e n o 1 i n d o p h e n o  1  w i t h  s u l f h y d r y l  g r o u p s .  N -

E t h y l m a 1 e i m i d e  a t  t h e  c o n c e n t r a t i o n  u s e d  h a d  n o  e f f e c t  o n  t h e  

a c t i v i t i e s  o f  t h e  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e s .  A s s a y s  w e r e  

p e r f o r m e d  a t  2 5 ° C  a n d  a n  e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  2 1 , 3 0 0  M ~  *  

w a s  u s e d  t o  c a l c u l a t e  r a t e s  w h i c h  w e r e  c o r r e c t e d  f o r  n o n s p e c i f i c  

r e a c t i o n s .  A  u n i t  o f  e n z y m e  a c t i v i t y  i s  d e f i n e d  a s  t h e  a m o u n t  

o f  e n z y m e  t h a t  c a t a l y z e s  t h e  d e h y d r o g e n a t i o n  o f  o n e  m i c r o m o l e  

o f  s u b s t r a t e  p e r  m i n u t e .  K [  v a l u e s  w e r e  d e t e r m i n e d  g r a p h i c a l l y  

f r o m  D i x o n  p l o t s .  L i n e s  w e r e  d r a w n  b a s e d  o n  1 e a s t - s q u a r e s  

t r e a t m e n t  o f  t h e  d a t a .  P r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  d e t e r m i n e d  

i n  o f  a p p r o x i m a t e l y  0 . 0 6 .  T h e  r e a c t i o n  w a s  i n i t i a t e d  b y  
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a c c o r d i n g  t o  L o w r y  e t  a l .  ( 8 4 ) .  

- S e p a r a t i o n  a n d  P a r t i a l  P u r i f i c a t i o n  o f  A c y l - C o A  D e h y d r o g e n a s e s  

f r o m  B o v i n e  L i v e r  a n d  H e a r t  -  M i t o c h o n d r i a  f r o m  f r e s h  b o v i n e  

l i v e r  w e r e  p r e p a r e d  e s s e n t i a l l y  b y  t h e  m e t h o d  o f  F l e i s c h e r  e t  

a l .  ( 8 5 ) .  M i t o c h o n d r i a  f r o m  f r e s h  b o v i n e  h e a r t  w e r e  p r e p a r e d  

b y  t h e  m e t h o d  o f  C r a n e  e t  a l .  ( 8 6 ) .  F r o z e n  m i t o c h o n d r i a  ( 5 - 1 0  

g m )  w e r e  q u i c k l y  t h a w e d  a n d  d i l u t e d  w i t h  t e n  v o l u m e s  o f  1 0  m M  

p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  ( p H  7 . 6 )  a n d  s u b j e c t e d  t o  s o n i c  o s c i l l a t i o n  

i n  a n  i c e - c o o l e d  R o s e t t e  c e l l  f o r  9 0  s  a t  5 0  W  w i t h  a  B r a n s o n  

s o n i f i e r ,  ( M o d e l  W 1 8 5 D )  e q u i p p e d  w i t h  a  m i c r o  t i p .  S o l u b l e  

m i t o c h o n d r i a l  p r o t e i n s  w e r e  i s o l a t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  

1 0 0 , 0 0 0  x  g  f o r  6 0  m i n  a t  4 ° C .  T h e  s o n i c  s u p e r n a t a n t  c o n t a i n i n g  

1 0 0 - 5 0 0  m g  o f  p r o t e i n  w a s  a p p l i e d  t o  a  D E A E - c e 1 1 u l o s e  c o l u m n  

( 2 . 5  x  3 0  c m )  w h i c h  h a d  p r e v i o u s l y  b e e n  e q u i l i b r a t e d  w i t h  5 0  

m M  p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  ( p H  7 . 6 ) .  T h e  c o l u m n  w a s  w a s h e d  w i t h  

t h r e e  c o l u m n  v o l u m e s  o f  t h e  s a m e  b u f f e r  u n t i l  m a t e r i a l  a b s o r b i n g  

l i g h t  a t  2 8 0  n m  c e a s e d  t o  b e  e l u t e d .  T h e  r e s u l t i n g  c o l u m n  w a s  

w a s h e d  w i t h  s i x  c o l u m n  v o l u m e s  o f  1 0 0  m M  p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  

( p H  7 . 6 )  a n d  f r a c t i o n s  o f  1 9  m l  w e r e  c o l l e c t e d  u n t i l  a l l  b u t y r y l -

C o A  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  h a d  b e e n  e l u t e d .  T h e  m o s t  a c t i v e  

f r a c t i o n s  w e r e  c o m b i n e d  a n d  c o n c e n t r a t e d  t o  a p p r o x i m a t e l y  1  m l  

i n  a n  A m i c o n  c o n c e n t r a t o r  ( P M - 1 0  m e m b r a n e )  a n d  s t o r e d  a t  - 7 6 ° C .  

T h e  c o l u m n  w a s  t h e n  w a s h e d  w i t h  t h r e e  c o l u m n  v o l u m e s  o f  0 . 5  M  

p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  ( p H  7 . 6 ) .  F r a c t i o n s  o f  1 8  m l  w e r e  c o l l e c t e d  

a n d  a s s a y e d  w i t h  d e c a n o y l - C o A  a n d  p a l m i t o y  1 - C o A  a s  s u b s t r a t e s .  
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T h e  m o s t  a c t i v e  f r a c t i o n s  w e r e  c o m b i n e d  a n d  c o n c e n t r a t e d  t o  

a p p r o x i m a t e l y  1 0  m l  a n d  d i a l y z e d  a g a i n s t  6  l i t e r s  o f  1 0  m M  

p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  ( p H  7 . 6 )  f o r  6  h o u r s  w i t h  t w o  c h a n g e s  o f  

b u f f e r .  T h e  d i a l y z a t e  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  2 0 , 0 0 0  x  g  f o r  1 5  m i n  

t o  r e m o v e  s m a l l  a m o u n t s  o f  p r e c i p i t a t e d  m a t e r i a l .  T h e  r e s u l t i n g  

s u p e r n a t a n t  w a s  d i l u t e d  w i t h  2 . 5  v o l u m e s  o f  d i a l y s i s  b u f f e r  a n d  

a p p l i e d  t o  a  h y d  r o x y  1  a p a  t  i  t e  c o l u m n  ( 2 . 5  x  7  c m )  w h i c h  h a d  

p r e v i o u s l y  b e e n  e q u i l i b r a t e d  w i t h  t h e  d i a l y s i s  b u f f e r .  T h e  

c o l u m n  w a s  w a s h e d  w i t h  1 . 5  c o l u m n  v o l u m e s  o f  d i a l y s i s  b u f f e r  a n d  

2  c o l u m n  v o l u m e s  o f  5 0  m M  p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  ( p H  7 . 6 )  u n t i l  

m a t e r i a l  a b s o r b i n g  l i g h t  a t  2 8 0  n m  c e a s e d  t o  b e  e l u t e d .  T h e  

r e s u l t i n g  c o l u m n  w a s  d e v e l o p e d  w i t h  a  g r a d i e n t  m a d e  u p  o f  5  

c o l u m n  v o l u m e s  e a c h  o f  5 0  m M  p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  ( p H  7 . 6 )  a n d  

3 0 0  m M  p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  ( p H  7 . 6 )  a t  a  f l o w  r a t e  o f  1 . 5 - 2  m l  

p e r  m i n .  F r a c t i o n s  o f  5  m l  w e r e  c o l l e c t e d  a n d  a s s a y e d  w i t h  

b u t y r y l - C o A ,  d e c a n o y 1 - C o A ,  a n d  p a l m i t o y  1 - C o A  s u b s t r a t e s .  

F r a c t i o n s  o f  h i g h e s t  a c t i v i t y  r e p r e s e n t i n g  e i t h e r  m e d i u m - c h a i n  

o r  l o n g - c h a i n  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  w e r e  s e p a r a t e l y  c o m b i n e d ,  

c o n c e n t r a t e d  t o  a p p r o x i m a t e l y  1 m l  a n d  s t o r e d  a t  - 7 6 ° C .  

D i s c  G e l  E l e c t r o p h o r e s i s  D i s c  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  w a s  p e r f o r m e d  

o n  7 . 5 %  p o l y a c r y l a m i d e  g e l s  ( p H  8 . 9 )  a t  1 6 ° C  a s  d e s c r i b e d  b y  

D a v i s .  ( 8 7 )  G e l s  w e r e  s t a i n e d  f o r  p r o t e i n  w i t h  C o o m a s s i e  b l u e  

R ,  d e s t a i n e d w i t h  7 %  a c e t i c  a c i d  a n d  s c a n n e d  a t  5 5 0  n m .  D u p l i c a t e  

u n s t a i n e d  g e l s  w e r e  s l i c e d  i n t o  2  m m  s e c t i o n s  a n d  e x t r a c t e d  f o r  

1 2  h r s .  a t  4 ° C  w i t h  1  m l  o f  0 . 3  M  p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  ( p H  7 . 6 )  
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c o n t a i n i n g  1  m g / m l  o f  b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n .  A s s a y s  o f  e x t r a c t e d  

g e l s  w e r e  p e r f o r m e d  a s  d e s c r i b e d  a b o v e  a t  o p t i m a l  c o n c e n t r a t i o n s  

o f  s u b s t r a t e  a n d  P M S .  T h e  a s s a y  r e a c t i o n  w a s  s t a r t e d  b y  t h e  

a d d i t i o n  o f  a c y l - C o A  a f t e r  r e c o r d i n g  b a c k g r o u n d  c h a n g e s  i n  

a b s o r b a n c e  f o r  o n e  m i n .  

I s o l a t i o n  o f  M i t o c h o n d r i a  C o u p l e d  r a t  h e a r t  m i t o c h o n d r i a  w e r e  

i s o l a t e d  b y  t h e  p r o c e d u r e  o f  C h a p p e l l  a n d  H a n s f o r d  ( 8 8 ) .  T h e  

i s o l a t i o n  b u f f e r  c o n t a i n e d  0 . 2 1  M  m a n n i t o l ,  0 . 0 7  M  s u c r o s e ,  5  

m M  T r i s - H C l  ( p H  7 . 4 )  a n d  1  m M  E G T A 4 .  P r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n s  

w e r e  d e t e r m i n e d  b y  t h e  b i u r e t  m e t h o d  ( 8 9 ) .  A l l  e x p e r i m e n t a l  

d a t a  p r e s e n t e d  w a s  o b t a i n e d  u s i n g  m i t o c h o n d r i a  w i t h  R C R  v a l u e s  

b e t w e e n  4 . 0  a n d  6 . 0 .  

M e a s u r e m e n t  o f  O x y g e n  U p t a k e  b y  M i t o c h o n d r i a  -  M i t o c h o n d r i a  

( 0 . 5  t o  1  m g / m l )  w e r e  i n c u b a t e d  i n  1 . 9  m l  o f  a  b a s a l  i s o t o n i c  

m e d i u m  c o n t a i n i n g  0 . 1 1  M K C 1 ,  3 3  m M  T r i s - H C l  ( p H  7 . 4 ) ,  2  m M  K P  i  ,  

2  m M  M g C l  2  a n d  0 ' .  1  m M  E G T A .  T o  t h i s  s u s p e n s i o n  w e r e  a d d e d  

b o v i n e  s e r u m  a l b u m i m  ( 0 . 5  m g / m l ) ,  0 . 5  m M  L - m a l a t e ,  a n d  6 0  p M  

L - c a r n i t i n e  w h e n  p a l m i  t o y l - C o A  s e r v e d  a s  s u b s t r a t e .  R e s p i r a t i o n  

s t a t e s  w e r e  a d j u s t e d  t o  3  o r  4  b y  a d d i t i o n  o f  1  m M  A D P ,  o r  5 0  p M  

A D P  r e s p e c t i v e l y .  R e s p i r a t i o n  r a t e s  w e r e  m e a s u r e d  

p o l a r o g r a p h i c a l l y  b y  u s e  o f  a  C l a r k  o x y g e n  e l e c t r o d e  w i t h  e i t h e r  

p a l m i t o y  1  - ( L ) - c a r n i t i n e  ( 3 0  p M )  o r  p a l m i t o y  1 - C o A  ( 3 . 7 5  p M - 7 . 5  

p M )  s u b s t r a t e s .  V a l u e s  o b s e r v e d  w i t h  t h e  a b o v e  m e n t i o n e d  

4 .  E G T A ;  e t h y l e n e  
a c e t i c  a c i d .  

g l y c o - b i s  ( B - a m i n o e t h y l e t h e r )  
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s u b s t r a t e s  a t  o p t i m a l  a n d  l i m i t i n g  c o n c e n t r a t i o n  o f  A D P  a r e  

l i s t e d  i n  t a b l e  1 .  ( s e e  a l s o  F i g .  2 ) .  
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T a b l e  I  

O x y g e n  u p t a k e  b y  c o u p l e d  r a t  h e a r t  m i t o c h o n d r i a  a t  a n  o p t i m a l  

c o n c e n t r a t i o n  o f  A D P  ( 1  m M )  ,  a n d  a  l i m i t i n g  c o n c e n t r a t i o n  o f  

A D P  ( 5 0  p M )  .  O x y g e n  u p t a k e  m e a s u r e m e n t s  a r e  d e s c r i b e d  u n d e r  

" E x p e r i m e n t a l  P r o c e d u r e s " .  

S u b s t r a t e s  C o n c e n t r a t i o n  O x y g e n  u p t a k e  A D P  

C o n c e n  t  r a  t  i  o n  

( n g  a t o m s  0 2 / M i n / m g  p r o t e i n )  

P a l m i  t o y l c a r n i t  i n e  3 0  p M  2 0 6  + 1 8  1  m M  

P a l m i t o y l c a r n i t i n e  3 0  p M  4 3  + 8  5 0  p M  

P a l m i  t o y  1 - C o A  3 . 7  5  p M  2 1 8  + 1 0  1  m M  

P a l m i  t o y  1 - C o A  3 . 7  5  p M  4 8  + 5  5 0  p M  

P a l m i  t o y  1 - C o A  7 . 5  p M  3 4 0  + 3 0  1  m M  

P a l m i  t o y  1 - C o A  7 . 5  p M  7 5  + 1 0  5 0  p M  
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F i g .  2 .  S t a t e  3  a n d  s t a t e  4  o x i d a t i o n  r a t e s  o f  p a  l m  i  t o y  1 - C o A  a s  

a  f u n c t i o n  o f  A D P  c o n c e n t r a t i o n  i n  c o u p l e d  r a t  h e a r t  

m i t o c h o n d r i a .  F o r  e x p e r i m e n t a l  d e t a i l s  s e e  u n d e r  " E x p e r i m e n t a l  

P r o c e d u r e s " .  T h e  n u m b e r s  r e p r e s e n t  t h e  r a t e s  o f  r e s p i r a t i o n  i n  

n g  a t o m s  0 2 / m i n / m g  p r o t e i n .  

A .  C ^ g - C o A ,  p a  l m  i  t o y  1 - C O A  ( 3 . 5  y M )  ,  

B .  C i g - C o A ,  p a l m i t o y  1 - C o A  ( 3 . 5  p M ) .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  A D P  

a p p e a r s  n e x t  t o  t h e  c o r r e s p o n d i n g  s l o p e .  
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D e t e r m i n a t i o n  o f  E n z y m e  A c t i v i t i e s  i n  M i t o c h o n d r i a  I n c u b a t e d  

w i t h  I n h i b i t o r s  o f  A c y l - C o A D e h y d r o g e n a s e  -  P o t e n t i a l  i n h i b i t o r s  

o f  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  w e r e  t e s t e d  f o r  t h e i r  e f f e c t i v e n e s s  

b y  p r e  i n c u b a t i n g  t h e m  w i t h  m i t o c h o n d r i a  C o r  u p  t o  5  r a i n .  A l i q u o t s  

o f  t h e  i n c u b a t i o n  m i x t u r e  ( 5 0  p l - 2 0 0  p i )  w e r e  r e m o v e d  a n d  r a p i d l y  

f r o z e n  i n  d r y  i c e  -  m e t h a n o l  a n d  s t o r e d  a t  - 7 6 ° C  u n t i l  a s s a y e d .  

T h e  r e m a i n i n g  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  w a s  d e t e r m i n e d  

b y  a s s a y i n g  e a c h  s a m p l e  a t  a n  o p t i m a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  P M S  w i t h  

b u t y r y l - C o A ,  d e c a n o y l - C o A  o r  p a l m i t o y 1 - C o A  a s  d e s c r i b e d  

p r e v i o u s l y .  

M i t o c h o n d r i a l  M e t a b o l i t e s  o f  [ 1 6  -  - ^ ^ C ]  P a l m i  t o y  1 - C o A  F o r m e d  

D u r i n g  R e s p i r a t i o n  S t a t e s  3  a n d  4  -  I n c u b a t i o n s  w e r e  c a r r i e d  

o u t  i n  a  s h a k e r  b a t h  a t  3 0 ° C  i n  2 5  m l  s t o p p e r e d  f l a s k s  w i t h  

c e n t e r  w e l l s  w h i c h  c o n t a i n e d  0 . 2 5  m l  o f  1  M  h y a m i n e  h y d r o x i d e .  

I n c u b a t i o n  m i x t u r e s  c o n t a i n e d  b e t w e e n  3 . 7 5  a n d  7 . 5  p M  [ 1 6  -  ̂ C ]  

p a  l m  i  t  o y  1 - C o A  ( 2  x  1 0 ®  -  4  x  1 0 ®  d p m ) i n  5 - 1 0  m l  o f  b a s a l  m e d i u m .  

R e s p i r a t i o n  s t a t e s  w e r e  a d j u s t e d  t o  3  o r  4  b y  a d d i t i o n  o f  t h e  

a m o u n t s  o f  A D P  t o  g i v e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n s  o f  1  m M  a n d  5 0  p M ,  

r e s p e c t i v e l y .  T h e  i n c u b a t i o n  p e r i o d s  w e r e  p r e d e t e r m i n e d  f r o m  

p o 1  a r o g r a p h i c  m e a s u r e m e n t s  o f  o x y g e n  c o n s u m p t i o n  f o r  e q u i v a l e n t  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  u n l a b e l l e d  p a l m i t o y  1 - C o A  d u r i n g  s t a t e  3  a n d  

s t a t e  4  r e s p i r a t i o n  p e r i o d s  ( e . g .  F i g .  2 ) .  R e a c t i o n s  w e r e  

i n i t i a t e d  b y  t h e  r a p i d  a d d i t i o n  o f  m i t o c h o n d r i a l  p r o t e i n  ( 5 - 1 0  

m g )  t o  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  1  m g  p e r  m l .  I n c u b a t i o n s  w e r e  

c a r r i e d  o u t  f o r  t h e  p r e d e t e r m i n e d  p e r i o d  ( 1 - 2  m i n )  a n d  w e r e  
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t h e n  t e r m i n a t e d  b y  a d d i t i o n  o f  8  M  N a O H  t o  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  

o f  1 . 2 5  M .  R e a c t i o n  p r o d u c t s ,  i n c l u d i n g  l a b e l l e d  a c y l - C o A ,  w e r e  

s a p o n i f i e d  b y  h e a t i n g  t h e  i n c u b a t i o n  m i x t u r e ,  a t  9 0 ° C  f o r  2  

h r s . ,  o r  a t  2 5 ° C  f o r  1 2  h r s .  T h e  h y d r o l y z a t e  w a s  a d j u s t e d  w i t h  6  

M  H C 1  t o  p H  2 . 0  t o  w h i c h  w a s  a d d e d  a  m i x t u r e  o f  1  m g  e a c h  o f  

3 - h y d r o x y  d e c a n o i c  a c i d ,  d e c a n o i c  a c i d  a n d  p a l m i t i c  a c i d  a n d  

e x t r a c t e d  5 - t i m e s  i n t o  e q u a l  v o l u m e s  o f  d i e t h y l  e t h e r .  T h e  

p r o d u c t s  w e r e  c o n c e n t r a t e d  u n d e r  a  s t r e a m  o f  d r y  n i t r o g e n  t o  a  

v o l u m e  o f  a p p r o x i m a t e l y  0 . 2 5  m l ,  d i l u t e d  w i t h  2  m l  o f  d i e t h y l  

e t h e r  a n d  a p p l i e d  e q u a l l y  t o  t w o .  s i l i c a  G  p l a t e s  (  2 0  x  2 0  c m ) .  

E a c h  o f  t h e s e  d u p l i c a t e  T L C  p l a t e s  w a s  p l a c e d  i n t o  a  

s e p a r a t e  c h r o m a t o g r a p h y  t a n k  c o n t a i n i n g  1 0 0  t o  2 0 0  m l  o f  e i t h e r  

s o l v e n t  s y s t e m  1  o r  2 .  A  s e p a r a t e  T L C  p l a t e  c o n t a i n i n g  s t a n d a r d s  

o f  3 - h y d r o x y  a n d  s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d  w a s  d e v e l o p e d  s e p a r a t e l y .  

S o l  v e n t  S y s  t e m  1 :  

H e x a n e :  e t h e r :  a c e t i c  a c i d  ( 7 0 : 3 0 : 2 )  

S o l v e n t  S y s t e m  2 :  

H e x a n e :  e t h e r :  m e t h a n o l :  a c e t i c  a c i d  ( 5 0 : 5 0 : 5 : 1 )  

A l l  T L C  p l a t e s  w e r e  d e v e l o p e d  u n t i l  t h e  s o l v e n t  f r o n t  h a d  m o v e d  

1 6  c m  f r o m  t h e  o r i g i n .  T h e  p l a t e s  w e r e  d r i e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  

i n  a  f u m e  h o o d .  T L C  p l a t e s  w i t h  t h e  m i x t u r e  o f  s t a n d a r d  f a t t y  

a c i d s  w e r e  e x p o s e d  t o  i o d i n e  v a p o r s  o r  w e r e  s p r a y e d  w i t h  a  

s o l u t i o n  o f  b r o m o c r e s o l  g r e e n .  T L C  p l a t e s  c o n t a i n i n g  t h e  

m i t o c h o n d r i a l  e x t r a c t  w e r e  d i v i d e d  i n t o  2  c m - w i d e  s e c t i o n s .  T h e  

S i l i c a  o f  e a c h  s e c t i o n  w a s  c a r e f u l l y  s c r a p e d  f r o m  t h e  p l a t e  a n d  
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p l a c e d  i n  a  s c i n t i l l a t i o n  v i a l .  E a c h  f r a c t i o n  w a s  c o u n t e d  i n  1 0  

m l  o f  a  t o 1 u e n e - b a s e d  c o c k t a i l  f o r  2 -  2 0  m i n  p e r i o d s  u s i n g  t h e  

w i d e  _  c h a n n e l  o f  a  B e c k m a n  s c i n t i l l a t i o n  c o u n t e r  ( M o d e l  

L S  1 5 0 ) .  T h e  d a t a  w a s  c o r r e c t e d  f o r  s a m p l e  q u e n c h i n g  a n d  p l o t t e d  

a s  r a d i o a c t i v i t y  v s .  d i s t a n c e  o f  m i g r a t i o n .  T h e  i d e n t i t y  o f  a  

r a d i o a c t i v e  p e a k  w i t h  a  f a t t y  a c i d  w a s  a s s u m e d  t o  b e  p r o v e n  

w h e n  t h e  m i g r a t i o n  d i s t a n c e  o f  t h e  u n k n o w n  m a t c h e d  t h a t  o f  t h e  

s t a n d a r d  f a t t y  a c i d  i n  b o t h  s o l v e n t  s y s t e m s .  C o n c e n t r a t i o n s  o f  

m i t o c h o n d r i a l  m e t a b o l i t e s  w e r e  c a l c u l a t e d  o n  t h e  b a s i s  o f  t h e  

k n o w n  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  5 5  x  1 0 ^  d p m  p e r  n a n o m o l e  [ 1 6  - l ^ C ]  

p a l m i t o y  1 - C o A  a n d  a s s u m i n g  a  m a t r i x  v o l u m e  o f  1  p i  p e r  m g  o f  

r a t  h e a r t  m i t o c h o n d r i a .  [ 1 6  —  3 - K e t o a c y 1 - C o A  t h i o e s t e r s  w e r e  

c o n v e r t e d  t o  [ 1 6  - 1 4 C ]  m e t h y l  k e t o n e s .  F o r  t h i s  p u r p o s e  t h e  

i n c u b a t i o n  m i x t u r e s  w e r e  s a p o n i f i e d  a s  d e s c r i b e d  a n d  w e r e  t h e n  

r e f l u x e d  f o r  6  h r s .  i n  1 0 0  m l  b o i l i n g  f l a s k s  c o n t a i n i n g  2  m g  o f  

2 - u n d e c a n o n e  a n d  m e t h y l  3 - k e t o p a l m i t a t e  a s  c a r r i e r s .  T h i s  

t r e a t m e n t  r e s u l t e d  i n  d e c a r b o x y l a t i o n  o f  3 - k e t o  a c i d s  t o  t h e i r  

1 - c a r b o n  s h o r t e r  m e t h y l  k e t o n e s .  P r o d u c t s  w e r e  e x t r a c t e d  f r o m  

t h e  a l k a l i n e  r e a c t i o n  s o l u t i o n  w i t h  5  v o l u m e s  o f  p e t r o l e u m  

e t h e r .  T h e  e t h e r  p h a s e  w a s  w a s h e d  3 - t i m e s  w i t h  1 0 %  N a H C O j  t h e r e b y  

r e d u c i n g  t h e  c a r r y o v e r  o f  l a b e l l e d  p a l m i t a t e .  T L C  p l a t e s  w e r e  

p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  a n d  d e v e l o p e d  i n  t h e  f o l l o w i n g  s o l v e n t  

s y s  t e r n s :  

S o l v e n t  S y  s  t e m  1  :  

T o l u e n e :  d i e t h y l  e t h e r  ( 9 5 : 5 )  
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S o l v e n t  S y s t e m  2 :  

C h l o r o f o r m :  p e t r o l e u m  e t h e r :  d i e t h y l  e t h e r  ( 7 0 : 3 0 : 2 )  

2 - U n d e c a n o n e  a n d  2 - p e n t a d e c a n o n e ,  w h i c h  s e r v e d  a s  s t a n d a r d s ,  

w e r e  v i s u a l i z e d  b y  s p r a y i n g  t h e  p l a t e s  w i t h  a  s a t u r a t e d  s o l u t i o n  

o f  d i a m i n o p h e n y 1 h y d r a z i n e  i n  2  N  H C 1 .  T h e  _  c o n t a i n i n g  

p r o d u c t s  w e r e  q u a n t i t a t e d  a s  d e s c r i b e d  a b o v e .  
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RESULTS 

S e p a r a t i o n  a n d  I d e n t i f i c a t i o n  o f  A c y l - C o A  D e h y d r o g e n a s e s  o f  

B o v i n e  L i v e r  a n d  H e a r t  -  W h e n  a  s o l u b l e  e x t r a c t  o f  e i t h e r  b o v i n e  

l i v e r  o r  b o v i n e  h e a r t  m i t o c h o n d r i a  w a s  s u b j e c t e d  t o  

c h r o m a t o g r a p h y  o n  D E A E - c e 1 1 u 1 o s e ,  a  c o m p l e t e  s e p a r a t i o n  o f  

b u t y r y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  f r o m  m e d i u m - c h a i n  a n d  l o n g - c h a i n  

a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t i e s  w a s  a c h i e v e d  b y  a  s i m p l e  s t e p ­

w i s e  e l u t i o n  p r o c e d u r e  ( s e e  F i g s .  3 ,  4 )  T h e  s e p a r a t i o n  o f  t h e  

t w o  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e s  c o - c h r o m a t o g r a p h i n g  o n  D E A E -

c e l l u l o s e  w a s  a c c o m p l i s h e d  b y  c h r o m a t o g r a p h y  o n  h y d r o x y 1 a p a t i t e  

( s e e  F i g s .  5 ,  6 ) .  D e v e l o p m e n t  o f  t h e  h y d r o x y 1 a p a t i t e  c o l u m n  

w i t h  a  l i n e a r  p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  g r a d i e n t  r e s u l t e d  i n  t h e  

e l u t i o n  o f  f i r s t  a n  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  t h a t  w a s  m o s t  a c t i v e  

w i t h  d e c a n o y l - C o A  a s  a  s u b s t r a t e ,  l e s s  a c t i v e  w i t h  p a l m i t o y l -

C o A  a n d  a l m o s t  i n a c t i v e  w i t h  b u t y r y l - C o A  ( s e e  F i g s .  5 ,  6 ) .  

F o l l o w i n g  t h e  f i r s t  a c y 1 - C o A  d e h y d r o g e n a s e  ,  b u t  w e l l  s e p a r a t e d  

f r o m  i t ,  a p p e a r e d  a  s e c o n d  d e h y d r o g e n a s e  t h a t  w a s  h i g h l y  a c t i v e  

w i t h  b o t h  d e c a n o y l - C o A  a n d  p a l m i t o y 1 - C o A  a s  s u b s t r a t e s  b u t  w a s  

s i g n i f i c a n t l y  l e s s  a c t i v e  t o w a r d s  b u t y r y l - C o A .  B a s e d  o n  t h e i r  

r e l a t i v e  a c t i v i t i e s  t o w a r d s  t h e s e  t h r e e  s u b s t r a t e s  i t  w a s  n o t  

p o s s i b l e  t o  m a t c h  t h e  t w o  b o v i n e  l i v e r  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e s  

w i t h  t h e  c o r r e s p o n d i n g  p i g  l i v e r  e n z y m e s  d e s c r i b e d  b y  B e i n e r t  

( 2 5 ) .  O f  g r e a t e s t  i m p o r t a n c e  w a s  t h e  f i n d i n g  t h a t  e x t r a c t s  f r o m  

b o v i n e  l i v e r  a n d  h e a r t  m i t o c h o n d r i a  y i e l d e d  i d e n t i c a l  

p u r i f i c a t i o n  p a t t e r n s  f o r  t h e  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e s .  T h u s  
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F i g .  3 .  S e p a r a t i o n  o f  b o v i n e  l i v e r  b u t y r y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  

f r o m  m e d i u m - c h a i n  a n d  l o n g - c h a i n  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e s  b y  

c h r o m a t o g r a p h y  o n  D E A E - c e 1 1 u l o s e .  F o r  e x p e r i m e n t a l  d e t a i l s  s e e  

u n d e r  " E x p e r i m e n t a l  P r o c e d u r e s " .  S u b s t r a t e s  u s e d  f o r  a s s a y i n g  

a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e s  w e r e :  

(  )  ,  b u t y r y l - C o A ;  ( # ) ,  d e c a n o y 1 - C o A ;  

( B ) >  p a l m i t o y  1 - C o A .  
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F i g .  4 .  S e p a r a t i o n  o f  b o v i n e  h e a r t  b u t y r y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  

f r o m  m e d i u m - c h a i n  a n d  l o n g - c h a i n  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e s  b y  

c h r o m a t o g r a p h y  o n  D E A E - c e l l u l o s e .  F o r  e x p e r i m e n t a l  d e t a i l s  s e e  

u n d e r  " E x p e r i m e n t a l  P r o c e d u r e s " .  S u b s t r a t e s  u s e d  f o r  a s s a y i n g  

a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e s  w e r e :  

(  A  ) ,  b u t y r y l - C o A ;  ( # ) ,  d e c a n o y 1 - C o A ;  

(  H  ) •  p a l m i t o y  1 - C o A .  
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F i g .  5 .  S e p a r a t i o n  o f  b o v i n e  l i v e r  m e d i u m - c h a i n  a n d  l o n g - c h a i n  

a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e s  o n  h y d r o x y l a p a t i t e .  F o r  e x p e r i m e n t a l  

d e t a i l s  s e e  u n d e r  " E x p e r i m e n t a l  P r o c e d u r e s " .  S u b s t r a t e s  u s e d  

f o r  a s s a y i n g  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  w e r e :  

(  J k ,  ) ,  b u t y r y l - C o A ;  (  £  ) ,  d e c a n o y  1 - C o A ;  

(  •  )  ,  p a l m i t o y 1 - C o A .  
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F i g .  6 .  S e p a r a t i o n  o f  b o v i n e  h e a r t  m e d i u m - c h a i n "  a n d  l o n g - c h a i n  

a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e s  o n  h y d r o x y l a p a t i t e .  F o r  e x p e r i m e n t a l  

d e t a i l s  s e e  u n d e r  " E x p e r i m e n t a l  P r o c e d u r e s " .  S u b s t r a t e s  u s e d  

f o r  a s s a y i n g  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  w e r e :  

(  J k  ) ,  b u t y r y l - C o A ;  ( 0  ) ,  d e c a n o y l - C o A ;  

(  •  ) ,  p a l m i t o y  1 - C o A .  
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b o t h  o r g a n s  c o n t a i n  p o s s i b l y  i d e n t i c a l  s e t s  o f  t h r e e  a c y l - C o A  

d e h y d r o g e n a s e s .  T h e  t h r e e  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e s  i s o l a t e d  

f r o m  b o v i n e  l i v e r  a n d  h e a r t  w e r e  s u b j e c t e d  t o  p o l y a c r y l a m i d e  

d i s c  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  a n d '  w e r e  f o u n d  t o  c o n t a i n  s e v e r a l  

p r o t e i n s  ( s e e  F i g s .  7 ,  8 ,  9 ) .  T h e  m o s t  a b u n d a n t  o f  t h e s e  

p r o t e i n s ,  w h i c h  a c c o u n t e d  f o r  a p p r o x i m a t e l y  3 0 %  o f  t h e  m a t e r i a l  ,  

w a s  i d e n t i f i e d  a s  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  b y  a s s a y i n g  e x t r a c t s  

o f  g e l  s e g m e n t s .  F u r t h e r m o r e ,  t h e s e  e x p e r i m e n t s  p r o v e d  t h a t  

t h e  c o r r e s p o n d i n g  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e s  f r o m  b o v i n e  l i v e r  a n d  

b o  v i n e  h e a r t  h a v e  t h e  s a m e  r e l a t i v e  m o b i l i t i e s  o n  p o l y a c r y l a m i d e  

g e l s ,  ( F i g .  1 0 ) .  

C h a i n  L e n g t h  S p e c i f i c i t i e s  a n d  S o m e  K i n e t i c  P r o p e r t i e s  o f  A c y l -

C o A  D e h y d r o g e n a s e s  -  T h e  c h a i n  l e n g t h  s p e c i f i c i t i e s  o f  t h e  t h r e e  

a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e s  i s o l a t e d  f r o m  b o v i n e  l i v e r  a n d  b o v i n e  

h e a r t  w e r e  d e t e r m i n e d  a t  2 0  p M  s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n s  ( s e e  

F i g .  1 1 ) .  T h e  p a t t e r n s  o f  a c t i v i t y  v e r s u s  s u b s t r a t e  c h a i n  

l e n g t h  f o r  c o r r e s p o n d i n g  d e h y d r o g e n a s e s  f r o m  h e a r t  a n d  l i v e r  

w e r e  f o u n d  t o  b e  i d e n t i c a l .  B u t y r y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  i s  m o s t  

a c t i v e  w i t h  b u t y r y l - C o A  a n d  o n l y  s l i g h t l y  l e s s  a c t i v e  w i t h  

h e x a n o y 1 - C o A .  H o w e v e r ,  i t  w a s  f o u n d  t o  b e  v i r t u a l l y  i n a c t i v e  

w i t h  l o n g e r  c h a i n  s u b s t r a t e s  ( s e e  F i g .  1 1 ) .  T h e  a c y l - C o A  

d e h y d r o g e n a s e  w h i c h  w a s  e l u t e d  l a s t  f r o m  t h e  h y d r o x y 1 a p a t i t e  

c o l u m n ,  w a s  f o u n d  t o  b e  m o s t  a c t i v e  w i t h  o c t a n o y l - C o A  a s  a  

s u b s t r a t e .  W h e n  t h i s  d e h y d r o g e n a s e  w a s  a s s a y e d  a t  t h e  s t a n d a r d  

c o n c e n t r a t i o n  o f  p h e n a z i n e  m e t h o s u l f a t e  o f  0 . 6 5  m M ,  i t s  a c t i v i t y  
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F i g .  7 .  D i s c  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  b o v i n e  

l i v e r  b u t y r y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e .  T h e  t r a c e  s h o w s  a  

s p e c t r o p h o t o m e t r y  s c a n  o f  g e l  ( I I I )  —  L ,  ( s e e  F i g .  1 0 )  w h i c h  h a d  

b e e n  s t a i n e d  f o r  p r o t e i n .  T h e  t o t a l  p r o t e i n  a p p l i e d  t o  d u p l i c a t e  

u n s t a i n e d  g e l s  w a s  i n c r e a s e d  t o  4 5 0  p g  t o  c o m p e n s a t e  f o r  a  l o w  

p e r c e n t a g e  o f  r e c o v e r a b l e  e n z y m e  a c t i v i t y  i n  t h e  e x t r a c t s  o f  

f r o z e n  g e l s .  E x t r a c t s  o f  2  m m  g e l  s l i c e s  w e r e  a s s a y e d  w i t h  5 0  

[ j  M  b u  t y  r y  1  - C o A .  F o r  e x p e r i m e n t a l  d e t a i l s  s e e  u n d e r  " E x p e r i m e n t a l  

P r o c e d u r e s " .  
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• F i g .  8 .  D i s c  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  b o v i n e  

l i v e r  m e d i u m - c h a i n  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e .  T h e  t r a c e  s h o w s  a  

s p e c t r o p h o t o m e t r y  s c a n  o f  g e l  ( I ) —  L ,  ( s e e  F i g .  1 0 )  w h i c h  h a d  

b e e n  s t a i n e d  f o r  p r o t e i n .  T h e  t o t a l  p r o t e i n  a p p l i e d  t o  d u p l i c a t e  

u n s t a i n e d  g e l s  w a s  i n c r e a s e d  t o  1 8 0  p g  t o  c o m p e n s a t e  f o r  a  l o w  

p e r c e n t a g e  o f  r e c o v e r a b l e  e n z y m e  a c t i v i t y  i n  t h e  e x t r a c t s  o f  

f r o z e n  g e l s .  E x t r a c t s  o f  2  m m  g e l  s l i c e s  w e r e  a s s a y e d  w i t h  5 0  

p M  o c t a n o y 1 - C o A .  F o r  e x p e r i m e n t a l  d e t a i l s  s e e  u n d e r  

" E x p e r i m e n t a l  P r o c e d u r e s " .  
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F i g .  9 .  D i s c  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  b o v i n e  

l i v e r  l o n g - c h a i n  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e .  T h e  t r a c e  s h o w s  a  

s p e c t r o p h o t o m e t r i c  s c a n  o f  g e l  ( I I ) - L ,  ( s e e  F i g .  1 0 )  w h i c h  h a d  

b e e n  s t a i n e d  f o r  p r o t e i n .  T h e  t o t a l  p r o t e i n  a p p l i e d  t o  d u p l i c a t e  

u n s t a i n e d  g e l s  w a s  i n c r e a s e d  t o  5 6 0  p g  t o  c o m p e n s a t e  f o r  a  l o w  

p e r c e n t a g e  o f  r e c o v e r a b l e  e n z y m e  a c t i v i t y  i n  t h e  e x t r a c t s  o f  

f r o z e n  g e l s .  E x t r a c t s  o f  2  m m  g e l  s l i c e s  w e r e  a s s a y e d  w i t h  5 0  

p M  d o d e c a n o ' y  1  - C o A .  F o r  e x p e r i m e n t a l  d e t a i l s  s e e  u n d e r  

" E x p e r i m e n t a l  P r o c e d u r e s " .  
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F i g .  1 0 .  D i s c  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  t h e  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  

a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e s  o n  7 . 5 %  p o t y a c r y 1  a m i d e  g e l s .  T h e  g e l s  

e a c h  c o n t a i n e d  2 5  p g  p r o t e i n  a n d  w e r e  s t a i n e d  w i t h  c o o m a s s i e  

b l u e  R .  F o r  e x p e r i m e n t a l  d e t a i l s  s e e  u n d e r  " E x p e r i m e n t a l  

P r o c e d u r e s " .  ( I ) ,  ( I I ) ,  ( I I I ) .  R e f e r  t o  m e d i u m - c h a i n  a c y l - C o A  

d e h y d r o g e n a s e ,  l o n g - c h a i n  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  a n d  b u t y r y l -

C o A  d e h y d r o g e n a s e  r e s p e c t i v e l y .  ( L ) ,  L i v e r  e n z y m e ,  ( H ) ,  H e a r t  

e n z y m e .  T h e  a r r o w s  i n d i c a t e  t h e  p o s i t i o n  o f  t h e  a c y l - C o A  

d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t i e s .  
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F i g .  1 1 .  C h a i n  l e n g t h  s p e c i f i c i t i e s  o f  b o v i n e  a c y l - C o A  

d e h y d r o g e n a s e s .  ( | ) ,  b u t y r y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e ;  ( 0 ) ,  m e d i u m -

c h a i n  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e ;  (  A  ) ,  l o n g - c h a i n  a c y l - C o A  

d e h y d r o g e n a s e .  S o l i d  l i n e s  r e p r e s e n t  a c t i v i t i e s  o b t a i n e d  a t  

o p t i m a l  c o n c e n t r a t i o n s  o f  p h e n a z i n e  m e t h o s u l f a t e ;  b r o k e n  l i n e s  

r e p r e s e n t  a c t i v i t i e s  o b s e r v e d  a t  a  s u b o p t i m a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  

0 . 6 5  m M  p h e n a z i n e  m e t h o s u l f a t e .  T h e  a c t i v i t i e s  o f  l o n g - c h a i n  

a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  w i t h  m y r i s t o y  1 - C o A  o r  s h o r t e r - c h a i n  

s u b s t r a t e s  w e r e  u n a f f e c t e d  b y  a  c h a n g e  i n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  

p h e n a z i n e  m e t h o s u l f a t e  f r o m  0 . 6 5  t o  6 . 5  m M .  
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v a r i e d  l i t t l e  w i t h  t h e  s u b s t F a t e  c h a i n  l e n g t h s  a s  l o n g  a s  t h e  

a c y l  c h a i n  w a s  b e t w e e n  s i x  a n d  s i x t e e n  c a r b o n s  l o n g ,  ( s e e  F i g .  

1 1 ) .  H o w e v e r ,  a t  a n  o p t i m a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  p h e n a z i n e  

m e t h o s u l f a t e  o f  6 . 5  m M  t h e  e n z y m e  i s  h i g h l y  a c t i v e  w i t h  m e d i u m -

c h a i n  s u b s t r a t e s ,  m o d e r a t e l y  a c t i v e  w i t h  l o n g - c h a i n  s u b s t r a t e s  

( C 1 2  - C 1 6 )  a n d  v i r t u a l l y  i n a c t i v e  w i t h  b u t y r y l - C o A  ( s e e  F i g .  

1 1 ) .  C o n s e q u e n t l y ,  t h i s  e n z y m e  i s  b e s t  c h a r a c t e r i z e d  a s  a  

m e d i u m - c h a i n  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e .  T h e  a c y l - C o A  

d e h y d r o g e n a s e ,  t h a t  w a s  e l u t e d  f i r s t  f r o m  t h e  h y d r o x y 1 a p a t i t e  

c o l u m n ,  w a s  f o u n d  t o  b e  m o s t  a c t i v e  w i t h  d o d e c a n o y 1 - C o A  a s  a  

s u b s t r a t e ,  b u t  i t  a c t s  e f f e c t i v e l y  o n  m e d i u m - c h a i n  a n d  l o n g -

c h a i n  s u b s t r a t e s  i n c l u d i n g  s t e a r o y 1 - C o A .  I t  i s  v i r t u a l l y  

i n a c t i v e  w i t h  b u t y r y l - C o A  a n d  m a r g i n a l l y  a c t i v e  w i t h  h e x a n o y l -

C o A  ( s e e  F i g .  1 1 ) .  C o n s e q u e n t l y ,  i t  i s  b e s t  d e s c r i b e d  a s  a  l o n g -

c h a i n  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e .  I t s  a c t i v i t y  w i t h  p a l m i t o y  1 - C o A  

o r  l o n g e r  c h a i n  s u b s t r a t e s  w a s  s i g n i f i c a n t l y  i n c r e a s e d  w h e n  t h e  

c o n c e n t r a t i o n  o f  p h e n a z i n e  m e t h o s u l f a t e  w a s  r a i s e d  f r o m  t h e  

s t a n d a r d  0 . 6 5  m M  t o  6 . 5  m M  ( s e e  F i g .  1 1 ) .  

S o m e  k i n e t i c  c o n s t a n t s  ( K m  a n d  r e l a t i v e  V m a x  v a l u e s )  w e r e  

d e t e r m i n e d  f o r  a l l  t h r e e  b o v i n e  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e s .  A l l  

K m  v a l u e s  w e r e  f o u n d  t o  b e  i n  t h e  l o w  m i c r o m o l a r  r a n g e  e x c e p t  

f o r  v a l u e s  d e t e r m i n e d  w i t h  m e d i u m - c h a i n  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  

f o r  b u t y r y l - C o A  a n d  w i t h  l o n g - c h a i n  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  f o r  

h e x a n o y l - C o A  ( s e e  T a b l e  2  a n d  F i g s .  1 2 ,  1 3 ,  1 4 ) .  T h e s e  t w o  h i g h  

K m  v a l u e s  e x p l a i n  w h y  m e d i u m - c h a i n  a n d  l o n g - c h a i n  a c y l - C o A  
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T a b l e  I I  

K i n e t i c  p r o p e r t i e s  o f  b o v i n e  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e s  

b u t y r y l - C o A  m e d i u m - c h a i n  .  l o n g - c h a i n  

d e h y d r o g e n a s e  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  

S u b s t r a t e  K m  r e l .  V m a x  K m  r e l .  V m a x  K m  r e l .  V m a x  

( p M )  ( % )  ( 1 1 M )  ( * )  ( p M )  ( * )  

B u t y r y l - C o A  3  1 0 0  > 1 0 0  3 1  - - - -

H e x a n o y 1 - C o A  1 2  1 0 0  3 . 5  1 0 0  8 0  5 0  

O c  t a n o y 1 - C o A  2  1 0 0  1 5  4 6  

D e c a n o y 1 - C o A  0 . 7  6 7  1 0  1 0 0  

D o d e c a n o y 1 - C o A  4  1 0 0  

P a l m i  t o y 1 - C o A  2  1 6  



F i g .  1 2 .  A c t i v i t y  o f  b o v i n e  l i v e r  b u t y r y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  a s  

a  f u n c t i o n  o f  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  b u t y r y l - C o A  ( C 4 , 0 ) i  a n d  

^ h e x a n o y  1 - C o A  ( C g , 0 ) .  D a t a  a r e  p l o t t e d  a c c o r d i n g  t o  L i n e w e a v e r -

B u r k  .  
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F i g .  1 3 .  A c t i v i t y  o f  b o v i n e  l i v e r  m e d i u m - c h a i n  a c y l - C o A  

d e h y d r o g e n a s e  a s  a  f u n c t i o n  o f  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  h e x a n o y l -

C o A ,  ( C g ,  0 ) ;  o c t a n o y l - C o A  ( C g ,  0 ) ;  a n d  d e c a n o y l - C o A  

( C i o ,  ®  ) •  D a t a  a r e  p l o t t e d  a c c o r d i n g  t o  L i n e w e a v e r - B u r k .  
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F i g .  1 4 .  A c t i v i t y  o f  b o v i n e  l i v e r  l o n g - c h a i n  a c y l - C o A  

d e h y d r o g e n a s e  a s  a  f u n c t i o n  o f  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  h e x a n o y l -

C o A ,  ( C g ,  0 ) ;  o c t a n o y l - C o A  ( C g ,  O ) :  d e c a n o y l - C o A  ( C m .  a  )  ;  

d o d e c a n o y  1 - C o A  ( C i 2 >  f l  )  a r > d  p a  l m  i  t o y  1 - C o A  ( C i g , ^  ) .  D a t a  a r e  

p l o t t e d  a c c o r d i n g  t o  L i n e w e a v e r - B u r k .  

-  6 2  -



F i g .  1 4  

75 

50 

V 

25 

0  0.2 0.1  

1/Acyl-CoA (/xM)"1 

-  6 3  -



d e h y d r o g e n a s e s  a r e  n e a r l y  i n a c t i v e  t o w a r d s  b u t y r y l - C o A  a n d  

h e x a n o y 1 - C o A ,  r e s p e c t i v e l y  w h e n  a s s a y e d  a t  2 0  p M  s u b s t r a t e  

c o n c e n t r a t i o n s  u s e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  c h a i n  l e n g t h  s p e c i f i c i t i e s  

o f  t h e s e  e n z y m e s  ( s e e  F i g .  . 1 1 ) .  T h e  K m  v a l u e s  o b t a i n e d  w i t h  

b o t h  m e d i u m - c h a i n  a n d  l o n g - c h a i n  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  w e r e  

f o u n d  t o  d e c r e a s e  w i t h  i n c r e a s i n g  c h a i n  l e n g t h s  o f  t h e  

s u b s t r a t e s .  A n  o p p o s i t e  t r e n d  w a s  o b s e r v e d  f o r  b u t y r y l - C o A  

d e h y d r o g e n a s e .  I n  a l l  c a s e s  t e s t e d  t h e  K m  v a l u e s  f o r  s u b s t r a t e s  

o f  m e d i u m - c h a i n  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  w e r e  l o w e r  b y  

a p p r o x i m a t e l y  a  f a c t o r  o f  t e n  t h a n  t h e  v a l u e s  o b t a i n e d  f o r  t h e  

s a m e  s u b s t r a t e s  w i t h  l o n g - c h a i n  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e .  T h e  

d e c r e a s e  o f  V m a x  v a l u e s  w i t h  i n c r e a s i n g  s u b s t r a t e  c h a i n  l e n g t h  

o b s e r v e d  b o t h  w i t h  m e d i u m - c h a i n  a n d  l o n g - c h a i n  a c y l - C o A  

d e h y d r o g e n a s e  m a y  b e  p a r t i a l l y  d u e  t o  t h e  d e t e r g e n t  p r o p e r t i e s  

o f  t h e  s u b s t r a t e s .  

T h e  E f f e c t s  o f  V a r i o u s  M i t o c h o n d r i a l  C o e n z y m e s  a n d  M e t a b o l i t e s  

o n  t h e  A c t i v i t i e s  o f  B o v i n e  A c y l - C o A  D e h y d r o g e n a s e  -  S e v e r a l  

m i t o c h o n d r i a l  c o e n z y m e s  a n d  m e t a b o l i t e s  w e r e  t e s t e d  f o r  t h e i r  

a b i l i t y  t o  e i t h e r  i n h i b i t  o r  s t i m u l a t e  t h e  t h r e e  b o v i n e  a c y l -

C o A  d e h y d r o g e n a s e s .  N o n e  o f  t h e  f o l l o w i n g  c o e n z y m e s  t e s t e d  a t  

t h e  i n d i c a t e d  c o n c e n t r a t i o n s  a f f e c t e d  t h e  a c t i v i t i e s  o f  t h e  

d e h y d r o g e n a s e s :  A T P  ( 5  m M )  ,  A D P  ( 5  m M )  ,  G T P  ( 5  m M )  ,  G D P  ( 5  

m M ) ,  F A D  ( 1 0  m M ) ,  N A D  ( 1  m M ) ,  N A D P  ( 1  m M ) ,  c a r n i t i n e  ( 5  m M ) ,  

a c e t y l - C o A  ( 1  m M )  a n d  s u c c i n y l - C o A  ( 0 . 1  m M )  .  A l s o  t h e  

t r i c a r b o x y l i c  a c i d  c y c l e  i n t e r m e d i a t e s  c i t r a t e ,  i s o c i t r a t e ,  
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s u c c i n a t e ,  2 - k e t o g l u t a r a t e  ,  m a l a t e  a n d  f u m a r a t e  a t  1 0  m M  

c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  w i t h o u t  e f f e c t .  H o w e v e r ,  s e v e r a l  

i n t e r m e d i a t e s  o f  f a t t y  a c i d  o x i d a t i o n  w e r e  f o u n d  t o  b e  e f f e c t i v e  

i n h i b i t o r s  o f  t h e s e  d e h y d r o g e n a s e s .  T e s t e d  f o r  t h e i r  i n h i b i t o r y  

p o t e n t i a l  w e r e  t h e  s h o r t - c h a i n  f a t t y  a c i d  o x i d a t i o n  

i n t e r m e d i a t e s  c r o t o n y  1 - C o A ,  D L - 3 - h y d r o x y b u t y r y 1 - C o A  a n d  

a c e t o a c e t y 1 - C o A  a s  w e l l  a s  t h e  m e d i u m - c h a i n  i n t e r m e d i a t e s  2 -

d e c e n o y 1 - C o A ,  D L - 3 - h y d r o x y d e c a n o y 1 - C o A a n d  3 - k e t o d e c a n o y 1 - C o A ,  

a n d  l o n g - c h a i n  i n t e r m e d i a t e  3 - k e t o p a l m i t o y  1 - C o A .  T h e  r e s u l t s  

o b t a i n e d  w i t h  b u t y r y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  a r e  p r e s e n t e d  i n  F i g .  

1 5 A .  T h e  m o s t  e f f e c t i v e  i n h i b i t o r  i s  a c e t o a c e t y 1 - C o A . T h i s  

f i n d i n g  a g r e e s  w i t h  a  p r e v i o u s  r e p o r t  i n  w h i c h  t h e  i n h i b i t i o n  

o f  t h e  s a m e  e n z y m e  f r o m  P e p t o s t r e p t o c o c c u s  e  1  s d e n  i  i  b y  

a c e  t o a c e  t y  1 - C o A  w a s  d e m o n s t r a t e d  ( 9 0 ) .  I n  c o n t r a s t , ,  3 -

k e t o d e c a n o y 1 - C o A  i s  a  w e a k  i n h i b i t e r  p o s s i b l y  b e c a u s e  i t s  l o n g  

a l k y l  c h a i n  d o e s  n o t  f i t  i n t o  t h e  s u b s t r a t e  b i n d i n g  s i t e .  

C r o t o n y  1 - C o A ,  t h e  p r o d u c t  o f  t h e  b u t y r y 1 - C o A - c a t a 1 y z e d  

r e a c t i o n ,  i s  l e s s  i n h i b i t o r y  t h a n  i s  a c e t o a c e t y 1 - C o A  f o r  w h i c h  

a  K j  o f  1 0 ~ 6  M w a s  d e t e r m i n e d  ( s e e  F i g .  1 6 ) .  B o t h  3 - h y d r o x y a c y 1  -

C o A  c o m p o u n d s  h a d  n o  e f f e c t  o n  t h e  a c t i v i t y  o f  b u t y r y l - C o A  

d e h y d r o g e n a s e .  M e d i u m - c h a i n  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  i s  

i n h i b i t e d  o n l y  b y  3 - d e c e n o y l - C o A . a n d  m o r e  s e v e r e l y  b y  3 -

k e t o d e c a n o y 1 - C o A  ( s e e  F i g .  1 5 B )  f o r  w h i c h  a  K j  o f  8  x  1 0 " '  M  

w a s  o b t a i n e d  ( s e e  F i g .  1 7 ) .  A c e t o a c e t y 1 - C o A ,  w h i c h  h a s  b e e n  

-  6 5  -



F i g .  1 5 .  E f f e c t s  o f  ( 3 - o x i d a t i o n  i n t e r m e d i a t e s  o n  t h e  a c t i v i t i e s  

o f  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e s .  A :  B u t y r y l - C o A  

d e h y d r o g e n a s e .  B :  M e d i u m - c h a i n  a c y 1 - C o A  d e h y d r o g e n a s e .  C :  L o n g -

C h a i n  a c y 1 - C o A  d e h y d r o g e n a s e .  I n h i b i t o r s  ( I ) :  ( O ) . A c e t o a c e t y l -

C o A ;  (  #  ) ,  3 - k e  t o d e c a n o y l - C o A ;  (  •  ) ,  c r o  t o n y  1 - C o A ;  (  • ) ,  

2 - d e c e n o y 1 - C o A ;  ( )  .  D L - 3 - h y d r o x y b u t y r y 1 - C o A ;  a n d  (  J L  ) >  D L -

3 - h y d r o x y d e e a n o y l - C o A .  
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F i g .  1 5  
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F i g .  1 6 .  I n h i b i t i o n  o f  b o v i n e  l i v e r  b u t y r y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  

b y  a c e t o a c e t y 1 - C o A  ( A c A c C o A )  a t  v a r i o u s  f i x e d  c o n c e n t r a t i o n s  

o f  b u t y r y l - C o A .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  b u t y r y l - C o A  i s  i n d i c a t e d  

n e x t  t o  t h e  c o r r e s p o n d i n g  l i n e .  D a t a  a r e  p l o t t e d  a c c o r d i n g  t o  

D i x o n .  
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F i g .  1 6  
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F i g .  1 7 .  I n h i b i t i o n  o f  b o v i n e  l i v e r  m e d i u m - c h a i n  a c y l - C o A  

d e h y d r o g e n a s e  b y  3 - k e t o d e c a n o y 1 - C o A  ( 3 - k e t o - C i o - C o A )  a t  v a r i o u s  

f i x e d  c o n c e n t r a t i o n s  o f  d e c a n o y 1 - C o A .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  

d e c a n o y l - C o A  i s  i n d i c a t e d  n e x t  t o  t h e  c o r r e s p o n d i n g  l i n e .  D a t a  

a r e  p l o t t e d  a c c o r d i n g  t o  D i x o n .  
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F i g .  1 7  
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r e p o r t e d  t o  b e  a n  i n h i b i t o r  o f  p i g  l i v e r  g e n e r a l  a c y l - C o A  

d e h y d r o g e n a s e  ( 3 7 ) ,  h a s  v i r t u a l l y  n o  e f f e c t  o n  t h e  b o v i n e  l i v e r  

e n z y m e  o v e r  t h e  c o n c e n t r a t i o n  r a n g e  t e s t e d .  T h e  m o s t  i n t e r e s t i n g  

r e s u l t  w a s  o b t a i n e d  w h e n  t h e  i n h i b i t i o n  o f  l o n g - c h a i n  a c y l - C o A  

d e h y d r o g e n a s e  w a s  s t u d i e d  ( s e e  F i g .  1 5 C ) .  3 - K e t o d e c a n o y 1 - C o A  

w a s  f o u n d  t o  b e  a n  e x t r e m e l y  e f f e c t i v e  i n h i b i t o r  o f  t h i s  e n z y m e  

w i t h  a  K j  v a l u e  o f  7 . 5  x  1 0 ~ ®  M  ( s e e  F i g .  1 8 ) .  A s  e x p e c t e d ,  

2 - d e c e n o y 1 - C o A  i s  a l s o  i n h i b i t o r y ,  a l t h o u g h  t o  a  l e s s e r  d e g r e e .  

S u r p r i s i n g l y ,  e v e n  D L - 3 - h y d r o x y d e c a n o y 1 - C o A  c a u s e s  a  

s i g n i f i c a n t  i n h i b i t i o n .  C r o t o n y l - C o A  i s  a  v e r y  w e a k  i n h i b i t o r  

w h e r e a s  b o t h  a c e t o a c e t y 1 - C o A  a n d  D L - 3 - h y d r o x y b u t y r y 1 - C o A  a r e  

v i r t u a l l y  w i t h o u t  e f f e c t .  A l s o  t e s t e d  w i t h  l o n g - c h a i n  a c y l -

C o A  d e h y d r o g e n a s e  w a s - t h e  e f f e c t  o f  l o n g - c h a i n  3 - k e t o a c y 1 - C o A .  

A s  e x p e c t e d  3 - k e t o p a l m i t o y l  - C o A  w a s  f o u n d  t o  b e  a  m o  r e  e f f e c t i v e  

i n h i b i t o r  o f  p a l m i t o y 1 - C o A  d e h y d r o g e n a t i o n  t h a n  w a s  3 -

k e t o d e c a n o y 1 - C o A .  T h e  K j  v a l u e s  w e r e  0 . 2  p M  ( s e e  F i g .  1 9 )  a n d  

1 . 3  n M  ( s e e  F i g .  2 0 ) ,  r e s p e c t i v e l y .  F i g .  2 1  i l l u s t r a t e s  t h e  

i n h i b i t i o n  o f  l o n g - c h a i n  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  a s  a  f u n c t i o n  

o f  3 - k e  t o a c y 1 - C o A  c h a i n  l e n g t h  a n d  s u b s t r a t e  c h a i n  l e n g t h .  

S u m m a r i z e d  i n  t a b l e  3  a r e  t h e  K j  v a l u e s  o b t a i n e d  f o r  t h e  a c y l -

C o A  d e h y d r o g e n a s e s  w i t h  t h e i r  r e s p e c t i v e  3 - k e t o a c y 1 - C o A  

i n h i b i t o r  a n d  s u b s t r a t e .  

P r e s e n c e  o f  F a t t y  A c i d  O x i d a t i o n  I n t e r m e d i a t e s  i n  M i t o c h o n d r i a  

I f  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  i s  r e g u l a t e d  i n  v i v o  b y  i n t e r m e d i a t e s  

o f  ( 3 - o x  i  d a  t  i  o n  ,  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e s e  m e t a b o l i t e s  s h o u l d  b e  

-  7 2  -



F i g .  1 8 .  I n h i b i t i o n  o f  b o v i n e  l i v e r  l o n g - c h a i n  a e y l - C o A  

d e h y d r o g e n a s e  b y  3 - k e t o d e c a n o y 1 - C o A  ( 3 - k e t o - C ^ Q - C o A )  a t  v a r i o u s  

f i x e d  c o n c e n t r a t i o n s  o f  d e c a n o y 1 - C o A .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  

d e c a n o y l - C o A  i s  i n d i c a t e d  n e x t  t o  t h e  c o r r e s p o n d i n g  l i n e .  D a t a  

a r e  p l o t t e d  a c c o r d i n g  t o  D i x o n .  

-  7 3  -
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3-Keto-CjQ-CoA (/xM) 
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F i g .  1 9 .  I n h i b i t i o n  o f  b o v i n e  l i v e r  l o n g - c h a i n  a c y l - C o A  

d e h y d r o g e n a s e  b y  3 - k e t o d e c a n o y 1 - C o A  ( 3 - k e t o - C j o - C o A )  a t  v a r i o u s  

f i x e d  c o n c e n t r a t i o n s  o f  p a l m i t o y 1 - C o A .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  

p a l m i t o y  1 - C o A  i s  i n d i c a t e d  n e x t  t o  t h e  c o r r e s p o n d i n g  l i n e .  D a t a  

a r e  p l o t t e d  a c c o r d i n g  t o  D i x o n .  

-  7 5  -



F i g .  1 9  
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-  7 6  -



F i g .  2 0 .  I n h i b i t i o n  o f  b o v i n e  l i v e r  l o n g - c h a i n  a c y l - C o A  

d e h y d r o g e n a s e  b y  3 - k e  t o p a  l m  i  t o y  1  - C o A  ( 3 - k e t o - C ^ g - C o A )  a t  

v a r i o u s  f i x e d  c o n c e n t r a t i o n s  o f  p a l m i t o y  1 - C o A .  T h e  

c o n c e n t r a t i o n ,  o f  p a  l m i t o y  1 - C o A  i s  '  i n d i c a t e d  n e x t  t o  t h e  

c o r r e s p o n d i n g  l i n e .  D a t a  a r e  p l o t t e d  a c c o r d i n g  t o  D i x o n .  

-  7 7  -



F i g .  2 0  
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-  7 8  



F i g .  2 1 .  I n h i b i t i o n  o f  b o v i n e  l i v e r  l o n g - c h a i n  a c y l - C o A  

d e h y d r o g e n a s e  a s  a  f u n c t i o n  o f  3 - k e t o a c y 1 - C o A  c h a i n  l e n g t h  a n d  

s u b s t r a t e  c h a i n  l e n g t h .  

(  0  ) ,  3 - k e  t o d e c a n o y  1 - C o A  a n d  3 0  j i M  p a  l m  i  t o y  1 - C o A .  

( | ) ,  3 - k e t o p a l m i t o y  1 - C o A  a n d  3 0  p M  p a l m i t o y  1 - C o A .  

(  J k k  )  .  3 - k e  t o d e c a n o y  1 - C o A  a n d  5 0  p M  d e c a n o y  1 - C o A .  

D a t a  a r e  p l o t t e d  a c c o r d i n g  t o  D i x o n .  

- 79 -



F i g .  2 1  
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-  8 0  -



T a b l e  I I I  

S u m m a r y  o f  K j  v a l u e s  f o r  t h e  b o v i n e  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n s e s  w i t h  

t h e i r  r e s p e c t i v e  3 - k e t o a c y 1 - C o A  i n h i b i t o r s .  

Kn/yme Substrate Inhibitor Kl 

Butyrvl-CoA 
dehydrogenase Butyryl-CoA, Acetoacetyl-CoA 

f xM 

1 

Mediuin-chain 
acyl-CoA 
dehydrogenase 

Decanoyl-CoA 3-Ketodecanoyl-CoA 0.8 

Long-chain 
aeyl-CoA 
dehydrogenase 

Decanoyl-CoA 
Palmitoyl-CoA 
Palmitoyl-CoA 

3-Ketodecanoyl'CoA 
3-Ketodecanoyl-CoA 
3-Ketopalinitoyl-CoA 

0.075 
1.3 
0.2 

- 81 -



o b s e r v a b l e  w h e n  t h e  r a t e  o f  t h i s  p a t h w a y  d e c r e a s e s .  T h i s  

h y p o t h e s i s  w a s  t e s t e d  b y  i n c u b a t i n g  m i t o c h o n d r i a  w i t h  [ 1 6 - ^ C ]  

p a I m i t o y  1 - C o A  o f  h i g h  s p e c i f i c  r a d i o a c t i v i t y  ( f o r  d e t a i l s  s e e  

u n d e r  " E x p e r i m e n t a l  P r o c e d u r e s " )  a n d  b y  i d e n t i f y i n g  l a b e l l e d  

m e t a b o l i t e s  a s  i l l u s t r a t e d  i n  F i g .  2 2  a n d  d e s c r i b e d  u n d e r  

' " E x p e r i m e n t a l  P r o c e d u r e s " .  A  1 0 - f o l d  i n c r e a s e  i n  t h e  

c o n c e n t r a t i o n  o f  3 - h y d r o x y  a c i d s  w a s  o b s e r v e d  w h e n  t h e  

r e s p i r a t i o n  s t a t e  w a s  c h a n g e d  f r o m  3  t o  4  ( s e e  F i g .  2 3 ,  a n d  

T a b l e  4 ) .  B e c a u s e  o f  t h e  r a p i d  e q u i l i b r i u m  b e t w e e n  3 -

h y d r o x y a c y 1 - C o A  a n d  2 - e n o y l - C o A  c a t a l y z e d  b y  c r o t o n a s e ,  t h e  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  e n o y l - C o A  s h o u l d  a l s o  i n c r e a s e  

d r a m a t i c a l l y  w h e n  t h e  r e s p i r a t i o n  i s  s h i f t e d  f r o m  s t a t e  3  t o  

4 .  U n f o r t u n a t e l y ,  s e p a r a t i o n  o n  T L C  o f  l o n g - c h a  i n  / \  %  •  3  e n o i c  

a c i d s  f r o m  s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d s  w a s  n o t  p o s s i b l e .  T h e  m o s t  

i n t e r e s t i n g  f i n d i n g  w a s  t h e  p r e s e n c e  o f  i n c r e a s e d  c o n c e n t r a t i o n  

o f  3 - k e t o a c y 1 - C o A  a t  s t a t e  4  r e s p i r a t i o n  ( s e e  F i g .  2 4 ) .  T h e i r  

e s t i m a t e d  c o n c e n t r a t i o n  o f  3  y M  ( s e e  T a b l e  4 )  i n  t h e  

m i t o c h o n d r i a l  m a t r i x  c o u l d  a c c o u n t  f o r  t h e  i n h i b i t i o n  o f  l o n g -

c h a i n  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  b e c a u s e  K j  v a l u e s  i n  t h e  n M  r a n g e  

h a v e  b e e n  d e t e r m i n e d  w i t h  l o n g - c h a i n  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  f o r  

3 - k e t o a c y 1 - C o A  t h i o e s t e r s .  

I n h i b i t i o n  o f  A c y l - C o A  D e h y d r o g e n a s e  b y  A c e t y l y n i c  A c y l - C o A  

C o m p o u n d s  -  I n a n a t t e m p t  t o  d e t e r m i n e  i f  a c y l - C o A d e h y d r o g e n a s e s  

c a t a l y z e  a  s l o w  o r  r a t e - 1 i m i t i n g  s t e p  i n  8 - o x i d a t i o n  s e v e r a l  

i  n  v i t r o  i n h i b i t o r s  o f  t h e  d e h y d r o g e n a s e s  w e r e  t e s t e d  f o r  t h e i r  

-  8 2  -



F i g .  2 2 .  P r o p o s e d  m e t a b o l i s m  o f  [ 1 6 - ^ C ]  p a  l m  i  t o y  1  - C o A  i n  r a t  

h e a r t  m i t o c h o n d r i a .  C o u p l e d  r a t  h e a r t  m i t o c h o n d r i a  w e r e  

i n c u b a t e d  w i t h  [ 1 6 - ^ C ]  l a b e l l e d  p a  l m  i  t  o y  1 - C o A  a t  s t a t e  3  a n d  

s t a t e  4  r e s p i r a t i o n s .  A f t e r  t e r m i n a t i n g  t h e  i n c u b a t i o n s ,  t h e  

f a t t y  a c y l - C o A  m e t a b o l i t e s  w e r e  i d e n t i f i e d  b y  T L C  a n d  

q u a n t i t a t e d  b y  s c i n t i l l a t i o n  c o u n t i n g .  F o r  e x p e r i m e n t a l  d e t a i l s  

s e e  u n d e r  " E x p e r i m e n t a l  P r o c e d u r e s " .  

-  8 3  -



F i g .  2 2  

Mitochondrial Metabolites of Fatty Acids 

Metabolism in mitochondria Hydrolysis Separation by TLC 

CH,-(CHJ -CH -CH -C-SCoA 

CH,-(CH ) -CH = CH-C- SCoA 
• J  2  1 2  n  

I  0  

CH3-(CH2)|2-CH2-CH2-COOH, 

CH3-(CH2),2-CH=CH-COOH 

CH,-(CH,)._-CH-CH2-C-SCOA 3  2  1 2  ,  c  , |  
I OH 0 

CH3-(CH2)|2-CH-CH2-COOH 

OH 

CH -(CHJ, -C-CH - C-SCoA 3  2  1 2  I I  *  I I  
0  

C H »-< C H 2 ' , r<; -cH 5  

-  8 4  -



F i g .  2 3 .  S e p a r a t i o n  b y  T L C  o f  ( EZZl) 3 - h y d r o x y  f a t t y  a c i d s  a n d  

( • • )  / \  2 . 3 ,  e n o i c  p l u s  s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d s  a c c u m u l a t i n g  

d u r i n g  s t a t e  3  a n d  s t a t e  4  r e s p i r a t i o n s .  F o r  e x p e r i m e n t a l  d e t a i l s  

s e e  u n d e r  " E x p e r i m e n t a l  P r o c e d u r e s " .  

- 85 -



F i g .  2  

State 3 State 4 

Direction of Migration 

-  8 6  -



T a b l e  I V  

C o n c e n t r a t i o n s  o f  [ 1 6 - l ^ c ]  l a b e l l e d  3 - h y d r o x y  a c i d s  a n d  3 - k e t o  

a c i d s  a c c u m u l a t i n g  d u r i n g  s t a t e  3  a n d  s t a t e  4  r e s p i r a t i o n s .  

C o n c e n t r a t i o n s  w e r e  c a l c u l a t e d  b y  a s s u m i n g  a  m a t r i x  v o l u m e  o f  

1  i l l  p e r  m g  o f  r a t  h e a r t  m i t o c h o n d r i a .  F o r  e x p e r i m e n t a l  d e t a i l s  

s e e  u n d e r  " E x p e r i m e n t a l  P r o c e d u r e s " .  

. 

Mitochondrial Concentration 
Metabolite State 3 State 4 Change 

m m  /xM l i M  

3-Hydroxy acid 90± 10 1240±130 1150 
3-Keto acid 0.9 ±0.5 3 ± 1  2.1 

- 87 -



F i g .  2 4 .  -  S e p a r a t  i o n  b y  T L C  o f  (  ^  ) .  3 - k e t c >  f a t t y  a c i d s  ( a s  

t h e i r  m e t h y l  k e t o n e s )  a c c u m u l a t i n g  d u r i n g  s t a t e  3  a n d  4  

r e s p i r a t i o n s .  F o r  e x p e r i m e n t a l  d e t a i l s  s e e  u n d e r  " E x p e r i m e n t a l  

P r o c e d u r e s " .  

- 88 -



F i g .  2 4  
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-  8 9  -



e f f e c t  o n  t h e  r a t e  o f  p a l m i t o y 1  - ( L ) - c a r n i t i n e  s u p p o r t e d  

r e s p i r a t i o n  i n  c o u p l e d  r a t  h e a r t  m i t o c h o n d r i a .  S i m i l a r  r a t e s  

o f  i n h i b i t i o n  o f  t h e  d e h y d r o g e n a s e s  a n d  ( 3 - o x i d a t i o n  w o u l d  

s u g g e s t  t h a t  d e h y d r o g e n a t i o n  i s  a  s l o w  o r  r a t e - 1 i m i t i n g  

r e a c t i o n .  I f  8 - o x i d a t i o n  w o u l d  b e  i n h i b i t e d  a t  a  s l o w e r  r a t e  

t h a n  t h e  d e h y d r o g e n a s e s ,  t h e  r e a c t i o n  c a t a l y z e d  b y  t h e m  w o u l d  

m o s t  l i k e l y  n o t  b e  l i m i t i n g .  

1  n  v i t r o  a s s a y  o f  t h e  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  b o v i n e  h e a r t  

d e h y d r o g e n a s e s  w i t h  2 . 5  p M ,  a n d  1 6  p M  3 - o c t y n o y 1 - C o A  r e s u l t e d  

i n  1 0 0 %  i n h i b i t i o n  o f  m e d i u m - c h a i n  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e ,  a n d  

9 5 %  i n h i b i t i o n  o f  l o n g - c h a i n  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  

r e s p e c t i v e l y  ( s e e  F i g .  2 5 ) .  H o w e v e r ,  3  m i n u t e  p r e i n c u b a t i o n  o f  

c o u p l e d  r a t  h e a r t  m i t o c h o n d r i a  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  1 4 0  p M  3 -

o c t y n o y l - C o A  r e s u l t e d  i n  o n l y  5 6 %  d e p r e s s i o n  o f  p a  l m  i  t o y  1  -  ( L )  -

c a r n i t i n e  s u p p o r t e d  r e s p i r a t i o n  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  S i n c e  a s s a y i n g  

t h e  d e h y d r o g e n a s e s  i n  m i t o c h o n d r i a  p r e i n c u b a t e d  w i t h  h i g h  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  3 - o c t y n o y 1 - C o A  p r o v e d  i m p r a c t i c a b l e ,  a  s e c o n d  

a p p r o a c h  w h i c h  e l i m i n a t e d  t h i s  p r o b l e m  w a s  c h o s e n .  I n  t h i s  

a p p r o a c h  I  u s e d  9 - o c t a d e c y n o y 1 - C o A ,  a n  a n a l o g u e  o f  s t e a r o y l -

C o A ,  w h i c h  a f t e r  p a s s i n g  t h r e e - t i m e s  t h r o u g h  t h e  B - o x i d a t i o n  

c y c l e  w o u l d  t h e o r e t i c a l l y  y i e l d  3 - d o d e c y n o y 1 - C o A .  T h i s  

m e t a b o l i t e  i s  e x p e c t e d  t o  a c t  a s  a  p o t e n t  a n d  s p e c i f i c  i n h i b i t o r  

o f  m e d i u m - c h a i n  a n d  l o n g - c h a i n  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e .  S i n c e  

t h i s  m e t a b o l i t e  c a n  b e  f o r m e d  o n l y  i n  t h e  m i t o c h o n d r i a l  m a t r i x ,  

a n  a c c u r a t e  j _ n  v i t r o  d e t e r m i n a t i o n  o f  d e h y d r o g e n a s e  i n h i b i t i o n  

-  9 0  -



F i g .  2 5 .  I n h i b i t i o n  o f  ( A ) .  m e d  i  u m - c h a  i  n  a c y  1 - C o A  d e h y d r o g e n a s e  

a n d  (  0  ) ,  l o n g - c h a i n  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  a s  a  f u n c t i o n  o f  

t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  3 - o c t y n o y 1 - C o A .  T h e  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  

b o v i n e  l i v e r  d e h y d r o g e n a s e s  w e r e  a s s a y e d  a t  o p t i m a l  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  P M S  a n d  (  )  ,  2 0  p M  o c t a n o y l - C o A  o r  (  0  )  >  2 0  

p M  d o d e c a n o y 1 - C o A  a s  s u b s t r a t e s .  A s s a y s  a r e  d e s c r i b e d  u n d e r  

" E x p e r i m e n t a l  P r o c e d u r e s " .  D a t a  a r e  p l o t t e d  a c c o r d i n g  t o  D i x o n .  
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f r o m  i n c u b a t e d  s a m p l e s  w a s  p o s s i b l e .  P r e i n c u b a t i o n  o f  c o u p l e d  

r a t  h e a r t  m i t o c h o n d r i a  f o r  3  m i n u t e s  w i t h  2 5  p M 9 - o c t a d e c y n o y l -

C o A  r e s u l t e d  i n  8 6 %  i n h i b i t i o n  o f  p a l m i t o y 1  - ( L ) - c a r n i t i n e  

-  s u p p o r t e d  r e s p i r a t i o n .  H o w e v e r ,  c o n t r a r y  t o  m y  e x p e c t a t i o n s  

t h e  t o t a l  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  i n  t h e  p r e i n c u b a t e d  s a m p l e s  

r e m a i n e d  e q u a l  t o  t h a t  o f  t h e  c o n t r o l s .  T h i s  f i n d i n g  s u g g e s t s  

t h a t  i n h i b i t i o n  h a d  o c c u r r e d  a t  a  d i f f e r e n t  s i t e  i n  t h e  f a t t y  

a c i d  o x i d a t i o n  p a t h w a y .  

T h e s e  r e s u l t s  m a y  b e  e x p l a i n e d  i n  l i g h t  o f  a  v e r y  r e c e n t  

f i n d i n g  b y  W o o d  a n d  L e e  ( 9 1 ) .  T h e  a u t h o r  d e s c r i b e s  a  p a t h w a y  

i n  r a t  l i v e r  m i t o c h o n d r i a  b y  w h i c h  a c e t y l y n i c  a c y l - C o A ' s  a r e  

m e t a b o l i z e d .  T h r o u g h  t h e  s e q u e n t i a l  a c t i v i t i e s  o f  i s o m e r a s e  

a n d  c r o t o n a s e  t h e  i n h i b i t o r y  A 2 . 3  a l l e n e  i n t e r m e d i a t e  i s  

r a p i d l y  m e t a b o l i z e d  t o  3 - k e t o a c y 1 - C o A  w h  i  c h  i s  f u r t h e r  d e g r a d e d  

b y  ( 3 - o x i d a t i o n .  S u c h  a  p a t h w a y  c o u l d  e x p l a i n  w h y  a c y l - C o A  

d e h y d r o g e n a s e s  a r e  n o t  i n h i b i t e d  i n  m i t o c h o n d r i a  b y  3 - o c t y n o i c  

a c i d .  H o w e v e r ,  t h e  s e v e r e  d e p r e s s i o n  o f  p a l m i t o y  1  - ( L ) - c a r n i t i n e  

-  s u p p o r t e d  r e s p i r a t i o n  r e m a i n s  u n e x p l a i n e d .  I n h i b i t i o n  o f  

p a l m i t o y  1  - ( L ) - c a r n i t i n e  -  s u p p o r t e d  r e s p i r a t i o n  w i t h o u t  a n y  

a p p a r e n t  i n h i b i t i o n  o f  t h e  f i r s t  r e a c t i o n  o f  B - o x i d a t i o n  i s  

p o s s i b l y  d u e  t o  a  b l o c k  a t  s i t e s  r e q u i r e d  f o r  t r a n s l o c a t i o n  o f  

a c e t y l y n i c  a c y l - C o A  a n d / o r  s u b s t r a t e  i n t o  t h e  m i t o c h o n d r i a l  

m a t r i x  o r  d u e  t o  a n  i n h i b i t i o n  o f  p r o d u c t  r e m o v a l .  I  s u g g e s t  

t h a t  f a t t y  a c i d s  c o n t a i n i n g  a  t r i p l e  b o n d  m a y  e i t h e r  i n h i b i t  

t h e  r a t  h e a r t  c a r n i t i n e  a c y 1 c a r n i t i n e  t r a n s l o c a s e  a n d / o r  
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c a r n i t i n e  d e p e n d e n t  t r a n s f e r a s e s  t h u s  

m e t a b o l i s m  o f  s u b s t r a t e s  d e p e n d e n t  o n  

p a l m i t o y l - ( L ) - c a r n i  t i n e .  

c a u s i n g  - a  d e c r e a s e  

t h e s e  a c t i v i t i e s  e  
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DISCUSSION 

B y  u s e  o f  a  s i m p l e  t w o - s t e p  p r o c e d u r e  d e s c r i b e d  i n  t h i s  

t h e s i s  I  h a v e  b e e n  a b l e  t o  s e p a r a t e  t h e  t h r e e  a c y l - C o A  

d e h y d r o g e n a s e s  e x p e c t e d  t o  b e  p r e s e n t  i n  b o v i n e  l i v e r .  M o r e  

i m p o r t a n t l y ,  I  h a v e  s e p a r a t e d  t h e  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e s  o f  

b o v i n e  h e a r t  b y  u s e  o f  t h e  s a m e  p r o c e d u r e  a n d  h a v e  t h u s  

d e m o n s t r a t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  t h r e e  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e s  i n  

h e a r t  m u s c l e .  A  c o m p a r i s o n  o f  t h e  c h r o m a t o g r a p h i c  b e h a v i o r s ,  

t h e  c h a i n  l e n g t h  s p e c i f i c i t i e s  a n d  k i n e t i c  p r o p e r t i e s  o f  t h e  

a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e s  f r o m  b o v i n e  l i v e r  a n d  b o v i n e  h e a r t  h a s  

l e d  t o  t h e  c o n c l u s i o n  t h a t  t h e  t w o  s e t s  o f  e n z y m e s  p r e s e n t  i n  

l i v e r  a n d  h e a r t  a r e  i d e n t i c a l .  

T h e  t w o - s t e p  p u r i f i c a t i o n  p r o c e d u r e  d e s c r i b e d  a b o v e  h a s  

t h e  a d v a n t a g e  o f  r e s u l t i n g  i n  t h e  c o m p l e t e  s e p a r a t i o n  o f  t h e  

t w o  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e s  t h a t  a r e  a c t i v e  w i t h  m e d i u m - c h a i n  

a n d  l o n g - c h a i n  s u b s t r a t e s .  C o n s e q u e n t l y ,  t h e  c h a i n  l e n g t h  

s p e c i f i c i t i e s  d e t e r m i n e d  f o r  t h e s e  t w o  e n z y m e s  a r e  t r u l y  t h o s e  

o f  t h e  u n c o n t a m i n a t e d  d e h y d r o g e n a s e s .  I t  i s  n o t  c l e a r  w h e t h e r  

p r e v i o u s  p u r i f i c a t i o n  p r o c e d u r e s  h a v e  a c h i e v e d  t h e  s a m e  d e g r e e  

o f  s e p a r a t i o n  o f  t h e s e  t w o  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e s  

( 1 7 , 1 9 , 2 4 , 2 5 ) .  T h u s ,  s o m e  d o u b t  h a s  r e m a i n e d  a b o u t  t h e  r e p o r t e d  

c h a i n  l e n g t h  s p e c i f i c i t i e s  o f  t h e s e  d e h y d r o g e n a s e s  a n d  

c o n s e q u e n t l y  a b o u t  t h e i r  p h y s i o l o g i c a l  f u n c t i o n s .  A  c o m p a r i s o n  

o f  t h e  c h a i n  l e n g t h  s p e c i f i c i t i e s  r e p o r t e d  h e r e i n  f o r  t h e  b o v i n e  

a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e s  w i t h  t h o s e  d e t e r m i n e d  b y  B e i n e r t  ( 2 5 )  
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f o r  t h e  p i g  l i v e r  e n z y m e s  d e m o n s t r a t e s  a n  o b v i o u s  s i m i l a r i t y  

o n l y  i n  t h e  c a s e  o f  t h e  b u t y r y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e s .  T h e  t w o  

s e t s  o f  l o n g e r  c h a i n  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e s  f r o m  b o v i n e  a n d  

p i g  t i s s u e s  d  i  f  f  e  r  , s  i  g n  i  f  i  c a n  1 1  y  .  T h e y  o n l y  r e s e m b l e  e a c h  o t h e r  

i n  t h a t  o n e  e n z y m e  f r o m  e a c h  a n i m a l  i s  m o s t  a c t i v e  w i t h  o c t a n o y l -

C o A  a s  a  s u b s t r a t e ,  w h e r e a s  t h e  o t h e r  a c t s  p r e f e r e n t i a l l y  o n  

dodecanoy1-CoA.  According to  the i r  preferred  subst ra tes  the  C4 

- C i e  e n z y m e  f r o m  p i g  l i v e r  ( 2 5 )  c o r r e s p o n d s  t o  t h e  b o v i n e  

m e d i u m - c h a i n  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  a n d  t h e  C g  - C ^ g  P  i  g  e n z y m e  

r e s e m b l e s  t h e  l o n g - c h a i n  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  i s o l a t e d  a s  

d e s c r i b e d  i n  t h i s  t h e s i s .  H o w e v e r ,  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  

d i f f e r e n c e s  i n  t h e  a s s a y  p r o c e d u r e ,  e s p e c i a l l y  t h e  u s e  o f  

e 1 e c t r o n - t r a n s f e r r i n g  f l a v o p r o t e i n  a s  a  p r i m a r y  e l e c t r o n  

a c c e p t o r  b y  B e i n e r t  a n d  c o w o r k e r s  a n d  p h e n a z i n e  m e t h o s u l f a t e  

h e r e i n  m a y  a c c o u n t  f o r  s o m e  o f  t h e  o b s e r v e d  d i f f e r e n c e s  i n  c h a i n  

l e n g t h  s p e c  i  f  i  c  i  t  i e s  .  

A l t h o u g h  b u t y r y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  a n d  t h e  t w o  a c y l - C o A  

d e h y d r o g e n a s e s  i d e n t i f i e d  i n  p i g  a n d  b o v i n e  t i s s u e s  a r e  a s s u m e d  

t o  f u n c t i o n  i n  f a t t y  a c i d  o x i d a t i o n ,  t h e i r  s p e c i f i c  r o l e s  u n d e r  

p h y s i o l o g i c a l  c o n d i t i o n s  h a v e  n o t  b e e n  e s t a b l i s h e d .  A n  

e v a l u a t i o n  o f  t h e  c h a i n  l e n g t h  s p e c i f i c i t i e s  o f  t h e  

d e h y d r o g e n a s e s  f r o m  p i g  l i v e r  s u g g e s t s  t h a t  t h e s e  e n z y m e s  m a y  

c o m p l e m e n t  e a c h  o t h e r  t o  a s s u r e  a  h i g h  r a t e  o f  d e h y d r o g e n a t i o n  

o f  a l l  c o m m o n  f a t t y  a c y l  c o m p o u n d s .  H o w e v e r ,  t h e  c o o p e r a t i o n  

o f  b u t y r y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  a n d  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  ( C g  
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- C 1 0 )  a l o n e  s h o u l d  r e s u l t  i n  t h e  e f f i c i e n t  d e h y d r o g e n a t i o n  o f  

a l l  f a t t y  a c i d s .  T h e  c h a i n  l e n g t h  s p e c i f i c i t i e s  o f  t h e  b o v i n e  

e n z y m e s  d e t e r m i n e d  v i a  t h e  p r e s e n t  i n v e s t i g a t i o n  a l s o  s u g g e s t s  

t h a t  b u t y r y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  t o g e t h e r  w i t h  l o n g - c h a i n  a c y l -

C o A  d e h y d r o g e n a s e  w o u l d  c a t a l y z e  e f f e c t i v e l y  t h e  

d e h y d r o g e n a t i o n  o f  a l l  f a t t y  a c i d s  w i t h  f o u r  t o  e i g h t e e n  c a r b o n s .  

H o w e v e r ,  t h e  r e l a t i v e l y  h i g h  K m  v a l u e s  f o r  r n e d  i  u r n - c h a  i  n  

s u b s t r a t e s  o b s e r v e d  w i t h  l o n g - c h a i n  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  m a y  

r e s u l t  i n  a  l o w  c a p a c i t y  t o  m e t a b o l i z e  m e d i u m - c h a i n  f a t t y  a c i d s  

i f  t h e y  a r e  p r e s e n t  a t  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  u n l e s s  m e d i u m - c h a i n  

a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  p a r t i c i p a t e s  i n  t h i s  p r o c e s s .  S i n c e  t h e  

e f f e c t i v e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  B - o x i d a t i o n  i n t e r m e d i a t e s  u n d e r  

p h y s i o l o g i c a l  c o n d i t i o n s  a r e  n o t  k n o w n ,  t h e  q u e s t i o n  c o n c e r n i n g  

t h e  n e c e s s a r y  c o o p e r a t i o n  " o f  t w o  o r  t h r e e  d e h y d r o g e n a s e s  i n  t h e  

d e g r a d a t i o n  o f  s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d s  c a n n o t  y e t  b e  a n s w e r e d .  

A n o t h e r  f u n c t i o n  f o r  m e d i u m - c h a i n  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  h a s  

r e c e n t l y  b e e n  p r o p o s e d  b y  K u n a u  a n d  D o m m e s  ( 1 4 )  w h o  s h o w e d  t h a t  

c i  s - 4 - d e c e n o y l - C o  A ,  a n  i n t e r m e d i a t e  i n  t h e  d e g r a d a t i o n  o f  

l i n o l e i c  a c i d ,  c a n  o n l y  b e  d e h y d r o g e n a t e d  b y  m e d i u m - c h a i n  a c y l -

C o A  d e h y d r o g e n a s e .  T h u s ,  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  d e g r a d a t i o n  

o f  s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d s  r e q u i r e s  t h e  p r e s e n c e  o f  b u t y r y l - C o A  

d e h y d r o g e n a s e  a n d  l o n g - c h a i n  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e ,  w h e r e a s  

t h e  m e d i u m - c h a i n  d e h y d r o g e n a s e  i s  e s s e n t i a l  f o r  t h e  b r e a k d o w n  

o f  p o l y u n s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d s .  

T h e  s t r o n g  i n h i b i t o r y  e f f e c t  o f  3 - k e t o d e c a n o y 1 - C o A  a n d ,  
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3 - k e t o p a l m i t o y  1 - C o A  o n  l o n g - c h a i n  a c y 1 - C o A d e h y d r o g e n a s e ,  w h i c h  

p r e s u m a b l y  c a t a l y z e s  t h e  i n i t i a l  s t e p  i n  B - o x i d a t i o n ,  l e a d s  

t o  t h e  s u g g e s t i o n  t h a t  3 - k e t o a c y 1 - C o A  c o m p o u n d s  m a y  f u n c t i o n  

i n  v i v o  a s  f e e d b a c k  i n h i b i t o r s  o f f a t t y  a c i d  o x i d a t i o n .  A l t h o u g h  

s o m e  i n t e r m e d i a t e s  o f  B - o x i d a t i o n  h a v e  b e e n  f o u n d  t o  a c c u m u l a t e  

i n  m i t o c h o n d r i a  u n d e r  n o r m a l  c o n d i t i o n s  a s  w e l l  a s  i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  r o t e n o n e  ( 7 4 , 7 5 ) ,  p r e v i o u s  t o  t h i s  s t u d y  n o  a t t e m p t s  

h a d  b e e n  m a d e  t o  i d e n t i f y  a n d  q u a n t i t a t e  m e d i u m - c h a i n  a n d  l o n g -

c h a i n  3 - k e t o a c y 1 - C o A  c o m p o u n d s ,  w h i c h  m a y  b e  e f f e c t i v e  

r e g u l a t o r s  o f  B - o x i d a t i o n  a t  n a n o m o l a r  c o n c e n t r a t i o n s .  I  h a v e  

d e m o n s t r a t e d  b y  u s i n g  c o u p l e d  r a t  h e a r t  m i t o c h o n d r i a  t h a t  a  

s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  i n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  B - o x i d a t i o n  

i n t e r m e d i a t e s ,  m o s t  n o t a b l y ,  l o n g - c h a i n  3 - k e t o a c y 1 - C o A ' s  

o c c u r r e d  w h e n  t h e  r e s p i r a t i o n  s t a t e  w a s  c h a n g e d  f r o m  3  t o  4 .  

T h e  e s t i m a t e d  c o n c e n t r a t i o n  o f  3 - k e t o a c y 1 - C o A ' s  a t  s t a t e  4  

r e s p i r a t i o n  o f  3  p M  w a s  f o u n d  t o  a g r e e  c l o s e l y  w i t h  t h e  e s t i m a t e d  

v a l u e  o f  2 . 5  p M  w h i c h  w a s  c a l c u l a t e d  b a s e d  u p o n  t h e  f o l l o w i n g  

t h r e e  p o i n t s :  

N o .  1 .  T h e  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t  ( K ( j e h )  r e p o r t e d  b y  W a k  i  1  e t  a l .  

( 9 2 )  f o r  t h e  f o l l o w i n g  r e a c t i o n .  

L - 3 - h y d r o x y h e x a n o y 1 - C o A  + N A D +  3 - k e t o h e x a n o y 1 - C o A  + N A D H  +  H +  

i s  =  2 . 5  x  l O - 1 1  M ,  a t  2 5 ° C ,  ( p H  8 . 0 ) .  
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N o .  2 .  T h e  K ^ e ^  f o r  t h e  a b o v e  r e a c t i o n  c a n  b e  d e f i n e d  b y  t h e  

f o l l o w i n g  e q u a t i o n  ( W a k i 1  e t  a l . ) *  

K d e h  _  [  3 - k e  t o a c y 1 - C o A ]  [ N A D H ]  [ H + ]  

[  L - 3 - h y d r o x y a c y 1 - C o A  ]  [ N A D + ]  

N o .  3 .  T h e  f o l l o w i n g  i n t r a m i t o c h o n d r i a  1  c o n c e n t r a t i o n s  o f  

d i n u c  1  e o t i d e s  a n d  3 - h y d r o x y a c y 1 - C o A  m e t a b o l i t e s  a r e  a s s u m e d  t o  

b e  p r e s e n t  i n  t h e  m i t o c h o n d r i a l  m a t r i x  d u r i n g  s t a t e  4  

r e s p  i  r a t  i  o n .  

A .  L - 3 - h y d r o x y a c y 1 - C o A ,  1  m M  

B .  N A D H ,  3  m M ;  N A D + ,  3  m M  

T h e  s t a t e  4  c o n c e n t r a t i o n  o f  3 - k e t o a c y 1 - C o A  m e t a b o l i t e s  c a n  

t h e n  b e  a p p r o x i m a t e d  b y  s o l v i n g  t h e  r e s u l t a n t  e q u a t i o n .  

( 2 . 5  x  1 0 - H  M )  ( 3  x  1 0 " 3  M )  ( 1  x  1 0 ~ 8  M )  
( 3 - K e  t o a c y 1 - C o A  M )  ( 1  x  1 0 ~ J  M )  ( 3  x  1 0 " 3  M )  

3 - k e t o a c y 1 - C o A  =  2 . 5  x  1 0 ~ 6  M  

1 .  W a k i l ,  S . J . ,  G r e e n ,  D . E . ,  M i  i  ,  S . ,  a n d  M a h l e r ,  H . R .  ( 1 9 5 4 )  
J .  B i o l .  C h e m .  2 0 7 ,  P g .  6 3 6 .  
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3 - K e t o a c y 1 - C o A ' s  w e r e  i n  a l l  c a s e s  t e s t e d  t h e  m o s t  e f f e c t i v e  

i n h i b i t o r s  o f  t h e  t h r e e  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e s .  H o w e v e r ,  t h e  

e s t i m a t e d  1 5  q  o f  8  p M  f o r  / \ % » 3  d e c e n o y l - C o A  ( s e e  F i g .  1 5 C )  

c o u l d  a c c o u n t  f o r  t h e  i n h i b i t i o n  o f  l o n g - c h a i n  a c y l - C o A  

d e h y d r o g e n a s e  w h i c h  a d d i t i o n a l l y  m a y  b e  i n h i b i t e d  b y  3 -

h y d r o x y a c y 1 - C o A  c o m p o u n d s .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  f i n e  t u n i n g  o f  

t h e  r a t e  o f  B - o x i d a t i o n  t o  t h e  e n e r g y  d e m a n d s  o f  t h e  c e l l  i s  

m o r e  c o m p l e x  t h a n  e x p e c t e d  i n  t h a t  t h e  a c t i v i t y  a t  m u l t i p l e  

s i t e s  b y  s e v e r a l  i n t e r m e d i a t e s  a n d / o r  c o e n z y m e s  c o l l e c t i v e l y  

e x e r t  a  r e g u l a t o r y  e f f e c t .  

I  h a v e  s h o w n  t h a t  b o t h  m e d i u m - c h a i n  a n d  l o n g - c h a i n  a c y l  C o A  

d e h y d r o g e n a s e  f r o m  b o v i n e  h e a r t  a n d  l i v e r  a r e  i n h  i  b  i  t e d  i n  v i t r o  

b y  3 - o c t y n o y 1 - C o A .  T h e s e  r e s u l t s  a r e  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  

f i n d i n g s  o f  F r e r m a n  e t  a l .  ( 4 7 )  o n  t h e  i n h i b i t i o n  o f  p u r i f i e d  

p i g  l i v e r  m e d i u m - c h a i n  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  b y  3 - o c t y n o y l -

C o A  s u g g e s t i n g  t h a t  t h i s  g r o u p  o f  d e h y d r o g e n a s e s  a r e  i n h i b i t e d  

b y  a  s i m i l a r  m e c h a n i s m .  

I t  w a s ,  u n f o r t u n a t e l y ,  n o t  p o s s i b l e  t o  r u l e  o u t  t h e  n o n s p e c i f i c *  

i n h i b i t i o n  o f  f a t t y  a c i d  o x i d a t i o n  b y  a c e t y l y n i c  c o m p o u n d s ,  o r  

t h e  d e t o x i f i c a t i o n  o f  t h e s e  i n h i b i t o r y  c o m p o u n d s  b y  t h e  p a t h w a y  

d e s c r i b e d  b y  W o o d  a n d  L e e  ( 9 1 ) .  D e s p i t e  n u m e r o u s  a t t e m p t s  I  

w a s  u n a b l e  t o  d e m o n s t r a t e  p a r a l l e l  i n h i b i t i o n  o f  f a t t y  a c i d  

o x i d a t i o n  a n d  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y .  

-  1 0 0  -



H o w e v e r ,  t h e  p r e s e n t  s t u d i e s  o f  t h e  i n h i b i t i o n  o f  t h e  a c y l - C o A  

d e h y d r o g e n a s e s  b y  3 - k e t o a c y 1 - C o A  t h i o e s t e r s  a n d  t h e  e v i d e n c e  

o f  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e s e  m e t a b o l i t e s  w h e n  

r e s p i r a t i o n  i s  s h i f t e d  f r o m  s t a t e  3  t o  4  p r o v i d e s  s t r o n g  s u p p o r t  

f o r  t h e  e x i s t e n c e  o f  a  f e e d b a c k  c o n n e c t i o n  b e t w e e n  t h e  l a s t  a n d  

f i r s t  s t e p s  o f  B - o x d i d a t i o n .  I n  c o n c l u s i o n ,  o n  t h e  b a s i s  o f  

f i n d i n g s  r e p o r t e d  i n  t h i s  t h e s i s  a n d  e l s e w h e r e  ( 6 5 )  i t  i s  

p r o p o s e d  t h a t  t h e  r a t e  o f  f a t t y  a c i d  o x i d a t i o n  i s  t u n e d  t o  t h e  

e n e r g y  d e m a n d  o f  h e a r t  v i a  s e v e r a l  c o n n e c t i n g  f e e d b a c k  c o n t r o l s  

a s  o u t l i n e d  i n  F i g .  2 6 .  I t  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  b o t h  w i t h  

i s o l a t e d  m i t o c h o n d r i a  ( 7 5 , 9 3 )  a n d  i n  t h e  p e r f u s e d  h e a r t  ( 6 0 , 9 4 )  

t h a t  a  d e c r e a s e  i n  t h e  e n e r g y  d e m a n d  l e a d s  t o  a n  i n c r e a s e  i n  

t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  a c e t y 1 - C o A  a n d  t o  a  c o r r e s p o n d i n g  d e c r e a s e  

o f  C o A S H .  I n c r e a s e s  i n  t h e  a c e t y 1 - C o A / C o A S H  r a t i o  o f  t h e  

m a g n i t u d e  o b s e r v e d  i n  m i t o c h o n d r i a  a n d  t h e  p e r f u s e d  h e a r t  r e s u l t  

i n  t h e  i n h i b i t i o n  o f  3 - k e t o a c y 1 - C o A  t h i o l a s e  ( 6 5 )  w h i c h  

c a t a l y z e s  o n e  o f  t h e  s l o w  s t e p s  o f  B - o x i d a t i o n  ( 6 6 ) .  A  s l o w ­

d o w n  o f  B - o x i d a t i o n  a s  a  r e s u l t  o f  t h e  i n h i b i t i o n  o f  t h e  

t  h  i  o  1  a  s e - c a  t  a  1  y  z e d  l a s t  s t e p  o f  t h e  p a t h w a y ,  l e a d s  t o  t h e  

a c c u m u l a t i o n  o f  f a t t y  a c i d  i n t e r m e d i a t e s .  T h e s e  i n t e r m e d i a t e s  

p o s s i b l y  i n h i b i t  t h e  f i r s t  s t e p  o f  t h e  p a t h w a y  c a t a l y z e d  b y  

l o n g - c h a i n  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  t h e r e b y  p r e v e n t i n g  t h e  

f u r t h e r  e n t r y  o f  f a t t y  a c y l - C o A ' s  i n t o  t h e  c y c l e .  

-  1 0 1  -



F i g .  2 6 .  D i a g r a m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  i n t e g r a t e d  p a t h w a y s  

o f  1 3 - o x  i  d a  t  i  o n  ,  T C A  c y c l e  a n d  o x i d a t i v e  p h o s p h o r y l a t i o n .  

-  1 0 2  -



F i g .  2 6  

REGULATION OF FATTY ACID OXIDATION IN HEART 
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J .  B i o l .  C h e m .  2 5 5 ,  1 1 1 9 2 - 1 1 1 9 8 .  

4 8 .  W a l s h ,  C .  T .  ( 1 9 8 0 )  M e t h o d s  E n z y m o l .  6 6 ,  4 3 7 - 4 4 8 .  

4 9 .  Y a s u y u k i ,  I . ,  D a b r o w s k i ,  C .  ,  a n d  T a n a k a ,  K .  (  1  9 8 3  )  J .  
B i o l .  C h e m .  2 5 8 ,  1 0 6 6 - 1 0 7 6 .  

5 0 .  N e e l e y ,  J .  R .  ,  a n d  M o r g a n ,  M .  E .  (  1 9 7 4 )  A n n u .  R e v .  P h y s i o l .  
3 6 ,  4 1 3 - 4 5 9 .  

5 1 .  N e w s  h o i m e ,  E .  A . ,  a n d  S t a r t ,  C .  ( 1 9 7 3 )  i n  R e g u l a t i o n  i n  
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5 2  

5 3  

5 4  

5 5  

5 6  

5 7  

5 8  

5 9  

60 

61  

62 

6 3  

6 4  

6 5  

6 6  

6 7  

M e t a b o l i s m . ,  p p .  2 2 4 -  2 3 8  a n d  3 0  5 -  3 0 7 ,  J o h n  W i l e y  &  S o n s ,  
N  e w  Y o r k .  

S t e i n b e r g ,  D .  ,  a n d  K h o o ,  J .  C .  (  1 9 7 7  )  F e d e r a t i o n  
P r o c e e d i n g s  3 6 ,  1 9 8 6 - 1 9 9 0 .  

G a r t n e r ,  S .  L . ,  a n d  V a h o u n g ,  G .  V .  ( 1 9 7 2 )  A m .  J .  P h y s i o l .  
2 2 2 ,  4 5 1 5 - 4 5 2 3 .  

J u n g a s ,  R .  L . ,  a n d  B a l l ,  E .  G .  ( 1 9 6 3 )  B i o c h e m .  J .  2 ,  3  8  3 -
3 8 8  .  

O c k n e r ,  R .  K . ,  M a n n i n g ,  J .  M . ,  P o m p e n h a u s e n ,  R .  B . ,  a n d  
H o ,  W .  K .  L .  ( 1 9 7 2 )  S c i e n c e  1 1 7 ,  5 6 - 5 8 .  

W u - R i d e o u t ,  M .  Y .  C . ,  E l s o n ,  C . ,  a n d  S h r a g o ,  E .  ( 1 9 7 6 )  
B i o c h e m .  B i o p h y s .  R e s .  C o m m u n .  7 1 ,  8 0 9 - 8 1 6 .  

G l o s t e r ,  J . ,  a n d  H a r r i s ,  P .  ( 1 9 7 7 )  B i o c h e m .  B i o p h y s .  R e s .  
C o m m u n .  7 4 ,  5 0 6 - 5 1 3 .  

P a n d e  ,  S .  V .  (  1 9 7 3  )  B i o c h i m .  B i o p h y s .  A c t a  3 0 6 ,  1  5 - 2 0  .  

O r a m ,  J .  F .  ,  W e n g e r ,  J .  I . ,  a n d  N e e l e y ,  - J .  R .  (  1 9 7 5  )  J .  
B i o l .  C h e m .  2 5 0 ,  2 3 - 3 8 .  

O r a m ,  J .  F . ,  B e n n e t c h ,  S .  L . ,  a n d  N e e l e y ,  J .  R .  ( 1 9 7 3 )  
J .  B i o l .  C h e m .  2 4 8 ,  5 2 9 9 - 5 3 0 9 .  

M c G a r r y ,  J .  D . ,  a n d  F o s t e r ,  D .  W .  ( 1 9 8 0 )  A n n u .  R e v .  B i o c h e m .  
4 9 ,  3 9 5 - 4 2 0 .  

P a n d e ,  S .  V .  ( 1 9 7 1 )  J .  B i o l .  C h e m .  2 4 6 ,  5 3 8 4 - 5 3 9 0 .  

B u n y a n ,  P .  J .  a n d  G r e e n b a u m ,  A .  L .  ( 1 9 6 5 )  B i o c h e m .  J .  9 6 ,  
4 3 2 - 4 3 8  .  

L u m e n g ,  L . ,  B r e m e r ,  J . ,  a n d  D a v i s ,  E .  J .  ( 1 9 7 6 )  J .  B i o l .  
C h e m .  2 5 1 ,  2 7 7 - 2 8 4 .  

O l o w e ,  Y . ,  a n d  S c h u l z ,  H .  (  1 9 8 0  )  E u r .  J .  B i o c h e m .  1 0 9 ,  
4 2 5 - 4 2 9 .  

F o n g ,  J .  C . ,  a n d  S c h u l z ,  H .  ( 1 9 7 8 )  J .  B i o l .  C h e m .  2 5 3 ,  
6 9 1 7 - 6 9 2 2 .  

0 1  o w e  ,  Y . ,  a n d  S c h u l z ,  H .  ( 1 9 8 2 )  J .  B i o l .  C h e m .  2 5 7 ,  5 4 0  8 -
5 4 1 3 .  

-  1 0 7  -



6 8 .  S c h u l z ,  H . ,  a n d  L e e ,  K .  Y .  ( 1 9 7 9 )  F e d e r a t i o n  P r o c e e d i n g s  
3 8 ,  6 4 9  A b s  t  r a c  t .  

6 9 .  B i n s t o c k ,  , J .  F . ,  P r a m a n i k ,  A . ,  a n d  S c h u l z ,  H .  ( 1 9 7 7 )  P r o c .  
N a t l .  A c a d .  S c i .  U . S . A .  7 4 ,  4 9 2 - 4 9 5 .  

7 0 .  P r a m a n i k ,  A . ,  P a w a r ,  S . ,  A n t o n i a n ,  E . ,  a n d  S c h u l z ,  H .  
(  1 - 9 7 9  )  J .  B a c t e r i o l .  1 3 7 ,  4 6 9 -  4 7 3  .  

7 1 .  G a r l a n d ,  P .  B .  ,  S h e p e r d ,  D . ,  a n d  Y a t e s ,  D .  W .  (  1 9  6 5  )  
B i o c h e m .  J .  9 7 ,  5  8 7 - 5 9 4 .  

7 2 .  G a r l a n d ,  P .  B . ,  a n d  Y a t e s ,  D .  W .  ( 1 9 6 7 )  i n  M i t o c h o n d r i a l  
S t r u c t u r e  a n d  C o m p a r t m e n t a t i o n  ( Q u a g l i a r e  1 1 o ,  E .  ,  P a p a ,  
S . ,  S l a t e r ,  E .  C .  a n d  T a g e r ,  I .  M .  ,  e d s . ) ,  3 8 5 - 3 8 9  ,  
A d r i a t i c a  E d i t r i c e ,  B a r i .  

7 3 .  G r e v i l l e ,  G .  D . ,  a n d  T u b b s ,  P .  K .  ( 1 9 6 8 )  E s s a y s  B i o c h e m .  
4 ,  1 5 5 - 2 1 2 .  

7 4 .  S t a n l e y ,  K .  K . ,  a n d  T u b b s ,  P .  K .  ( 1 9 7 5 )  B i o c h e m .  J .  1 5 0 ,  
7 7 - 8 8 .  

7 5 .  M o o r e ,  K .  H . ,  R a d l o f f ,  J .  F . ,  K o e n ,  A .  E .  a n d  H u l l ,  F .  
E .  (  1 9  8 2  )  J .  M o  1 .  C e l l  C a r d i o l .  1 4 ,  4 5 1 - 4 5 9 .  

7 6 .  H u n s d i e c k e r ,  H .  ( 1 9 4 2 )  C h e m .  B e r .  7 5 ,  4 4 7 - 4 6 8 .  

7 7 .  G o l d m a n ,  P . ,  a n d  V a g e l o s ,  P .  R .  ( 1 9 6 1 ) ,  J .  B i o l .  C h e m .  
2 3 6 ,  2 6 2 0 - 2 6 2 3 .  

7 8 .  S e u b e r t ,  W .  ,  L a m b e  r  t  s  ,  I . ,  K r a m e  r ,  R . ,  a n d O h l y ,  B .  ( 1 9 6 8 )  
B i o c h e i .  B i o p h y s .  A c t a ,  1 6 4 ,  4 9 3 - 5 1 7 .  

7 9 .  S e u b e r t ,  W .  ( 1 9 6 0 )  B i o c h e m .  P r e p .  7 ,  8 0 - 8 3 .  

8 0 .  W e e k s ,  G . ,  a n d  W a k i l ,  S .  J .  ( 1 9 6 8 ) ,  J .  B i o l .  C h e m .  2 4 3 ,  
1 1 8 0 - 1 1 8 9  .  

8 1 .  S t o f f e l ,  W . ,  a n d  E c k e r ,  W .  ( 1 9 6 9 )  i n  M e t h o d s  i n  E n z y m o l o g y  
( C o l o w i c k ,  S .  P .  a n d  K a p l a n ,  N .  0 .  e d s . ) ,  V o l .  1 4  p p .  9 9 -
1 0 5 ,  A c a d e m i c  P r e s s ,  N e w  Y o r k .  

8 2 .  E l l m a n ,  G .  L .  ( 1 9 5 9 )  A r c h .  B i o c h e m .  B i o p h y s .  8 2 ,  7 0 - 7 7 .  

8 3 .  H o s k i n s ,  D .  D .  ( 1 9 6 9 )  i n  M e t h o d s  i n  E n z y m o l o g y  ( L o w e n s t e i n ,  
J .  M . ,  e d . )  V o l .  1 4  p p .  1 1 0 - 1 1 4 ,  A c a d e m  i  c  P r e s s ,  N e w  Y o r k .  

8 4 .  L o w r y  ,  0 .  H . ,  R o s e b r o u g h ,  N .  J . ,  F a r r ,  A .  L .  ,  a n d  R a n d a l l ,  
R .  J .  ( 1 9 5 1 )  J .  B i o l .  C h e m .  1 9 3 ,  2 6 5 - 2 7 5 .  

-  1 0 8  -



8 5 .  F l e i s c h e r ,  S . ,  R o u s e r ,  G . ,  F l e i s c h e r ,  B .  ,  C a s u ,  A . ,  a n d  
K r i t c h e v s k y ,  G .  ( 1 9 6 7 )  J .  L i p i d .  R e s .  8 ,  1 7 0 - 1 8 0 .  

8 6 .  C r a n e ,  F .  L .  ,  G l e n n ,  J .  L .  ,  a n d  G r e e n ,  D .  E .  (  1 9 5 6  )  B i o c h i m .  
B i o p h y s .  A c t a  2 2 ,  4 7 5 - 4 7 9 .  

' 8 7 .  D a v i s ,  B .  J .  ( 1 9 6 4 )  A n n .  N .  Y .  A c a d .  S c i .  1 2 1 ,  4 0 4 - 4 2 7 .  

8 8 .  C h a p p e l l ,  J .  B .  ,  a n d  H a n s f o r d ,  R .  G .  (  1 9  6 9  )  i n  S u b c e l l u l a r  
C o m p o n e n t s  ( B i r n i e ,  G .  D .  ,  e d . )  2 n d  E d ,  7 7 - 9 1  B u t t e r w o r t h ,  
L o n d o n  .  

8 9 .  J a c o b s ,  E .  E . ,  J a c o b ,  M . ,  S a n a d i ,  D .  R . ,  a n d  B r a d l e y ,  L .  
B .  ( 1 9 5 6 )  J .  B i o l .  C h e m .  2 2 3 ,  1 4 7 - 1 5 6 .  

9 0 .  E n g e l ,  P .  C . ,  a n d  M a s s e y  ,  V .  ( 1 9 7 1 )  B i o c h e m .  J .  1 2 5 ,  8 8 9 -
9 0 2  .  

9 1 .  W o o d ,  R . ,  a n d  L e e ,  T .  ( 1 9 8 1 )  J .  B i o l .  C h e m .  2 5 6 ,  1 2 3 7 9 -
1 2 3 8 6 .  

9 2 .  W a k i l ,  S . J . ,  G r e e n ,  D . E . ,  M i i  ,  S . ,  a n d  M a h l e r  ,  H . R .  (  1 9 5 4  )  
J .  B i o l ,  C h e m .  2 0 7 ,  6 3 1 - 6 3 8 .  

9 3 .  H a n s f o r d ,  R .  G . ,  a n d  J o h n s o n ,  R .  N .  ( 1 9 7 5 )  J .  B i o l .  C h e m .  
2 5 0 ,  8 3 6 1 - 8 3 7 5 .  

9 4 .  M o o r e ,  K .  H . ,  K o e n ,  A .  E .  ,  a n d  H u l l ,  F .  E .  (  1 9 8 2  )  - T .  C l i n .  
I n v e s t .  6 9 ,  3 7 7 - 3 8 3 .  

9 5 .  E l - F a k h r i ,  M .  ,  a n d  M i d d 1 e t o n ,  B .  (  1 9 8 2  ) .  B i o c h i m .  B i o p h y s .  
A c t e .  7 1 3 ,  2 7 0 - 2 7 9 .  

-  1 0 9  -


