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SUMMARY 

Formation of erythrulose from hydroxypyruvate by yeast enzymes 
i. Polyoldehydrogenase has been purified 96-fold from sheep liver. Pyruvate, 

hydroxypyruvate, a-ketoglutarate, acetaldehyde and glycolaldehyde are not reduced 
with DPNH by this preparation. Triose phosphate is reduced very sloMy. Since 
erythrulose is reduced rapidly and completely, this ketose may be estimated spectro- 
photometrically by means of its DPNH consumptio n without the interference of the 
above mentioned carbonyl compounds. 

2. On the incubation of hydroxypyruvate with purified pyruvate decarboxylase 
from yeast, decarboxylation to glycolaldehyde takes place without the simultaneous 
formation of erythrulose. Glycolaldehyde was estimated and distinguished from ery- 
thrulose spectrophotometrically with alcohol dehydrogenase and DPNH. Moreover 
glycolaldehyde has been characterized by specific colour reactions and paper chro- 
matography of the o-nitrophenylhydrazones as well as of the free compounds. 

3. On the incubation of hydroxypyruvate with pyruvate decarboxylase and trans- 
ketolase, erythrulose is formed in addition to glyeolaldehyde. The amounts of either 
compound depend upon the ratio of the concentrations of the two enzymes. 

4. The formation of erythrulose from hydroxypyruvate may be of biological 
importance in tissues containing hydroxypyruvate-forming enzymes, pyruvate 
decarboxylase and transketolase. 

EINFUHRUNG 

1955 beschrieben wir 1 die Decarboxylierung von Hydroxypyruvat durch gereinigte 
Pyruvatdecarboxylase aus Here nach der Gleichung 

Hydroxypyruvat  ~ Glycolaldehyd + CO 2 (I) 

1956 berichteten DICKENS UND WILLIAMSON 2 iiber die Bildung yon Erythrulose 
aus Hydroxypyruvat mit Pyruvatdecarboxylase aus Hefe nach der Gleichung 

2 Hydroxypyruvat - -~  Erythrulose + 2CO~ (2) 

Es werden Iolgende Abkiirzungen verwendet: DPN, Diphosphopyridinnucleotid; DPNH, 
hydriertes Diphosphopyridinnucleotid ; HOBTS, Hydroxypyruvat  ; ADtt,  Alkoholdehydrogenase ; 
MDH, Milchs/iuredehydrogenase; Trispuffer, Trishydroxymethylaminomethanpuffer. 
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Freier Glycola.ldehyd als mOglicherweise a.uftretend.es Zwischenprod~ikt der 
Reaktion. konnte y o n  D I C K E N S  UND WILLIAMSON 2 nicht nachgewies~.m werde~.:. 

Die vorliegende Arbeit wurde unternommen, um das Zusta~de] omm.er: dies@ 
gegensbitzlichen Befunde zu kl~tren. Wir gingen bei unseren Versuchen ~:on. der Arbeits- 
hypothese aus, dass die unter (~) angegebene Reaktion durcb Zusam;:qerrw~r];en 
der Enzyme Pyruvatdecarboxy]ase ur~d Transketolase nach fo!gc.:,?den Oleichu.ngen 
ver]~tuft : 

H y d r o x y p y r u v a t  [Pyruvatdecarboxylase) . G1ycolaJdehyd ~- CO;~ (3) 

Hydroxypy ruva~ :  -~-- G lyco la ldehyd  (Transkeiolase) + E r y t h r u l o s e  -} CO 2 (4) 

S u m m e :  ~ H y d r o x y p y r u v a . t  - -+  EryN)ru lose  .q- o CO s (5) 

Durch die im folgenden dargestelIten Versuche m k  gereinigter Pyruvatdecarboxy]ase 
und kristallisierter Transketolase aus Hefe wurde diese Arbeitshypothese bestStJgt. 

Nach Abschluss unserer Experimente sahen wit eine Arbei~, -a in der I-)zCF.EN~ 
Daten fiber die VerunreJnigung seiner Carboxylase-PrS.parationen mit T~snsketoiase 
mi t te i l t  A.ufgrund dieser Daten zieht nun. auch DICKP'NS eine Betciiigung ',:on Trans- 
ketolase an der Eryttu-ulose-Bildm~g aus Hydroxypyruva t  mit  Hcfc--Pyruvatdecar- 
boxylase in Betracht. 

METHODEN UND PRAPARATE 

Darstelh, tn,g vo~ L-E~,thr~flose 

Erythrulose wurde dm:ch aerobe Verg~irung yon meso-E~:vthrit raft f[orbos,,'- 
Bakterien nach BERTJb\ND 4 gewonnen*. Nach dem Verfahren ~;on MIi~LLEH und 
Mitarbeiter 5 wurde Erythrulose aus dem G~kansatz a.ls o-Nii:ropheny!l~ydrazoJ,~ 
gef~t]lt. Xach Umkristallisieren aus a.bsolutem Athanol betrug der Schmeizpunk/ 
z5I°C und die spezifische Drehung in absotutem Athanol bei zo° (  q- 47.4 ° (Konzen- 
trat ion Io mg/mI) in l~}'bereinstimmung mit friiheren Angaber~ a, nderer A utoren%'L 
Freie Erythrulose wurde dutch Zerlegung des o-Nitrophenylhydrazo~s mit Benzab 
dehyd nach den Angaben yon MOLLER und Mitarbeiter s als Sirup eil~a.l!en. Die 
spezifische Drehung betrug "- z~-.. ~° (Messungen rail 23 bzw. IOZ mtf/mi; Tempera tm 
20 ° C); nach MOLLER Llnd Mitarbeiter betr~igt die Drelmng -! zI..l':'. 

E~zzymatisch-@tische ]?esiimm,u~.zg vo~. Er),thJ'~lose m..it Po/,yolde/odJ'oge~.a~se 

Vorkomme~z vo~ P@,,olddO,droge~ase: In Tabelle I ist die AktJvitSt yon Extrakten 
aus Leber verschiedener TJere und yon Bullen-Samen.blasen bci tier RedukNon yon 
Fructose mit  D P N H  wiedergegeben. Man sieht aus der Tabelle, dass eJn E×trakt  a.us 
HammelJeber die l~6chste Aktivit~tt pro Milliliter und die bOchste spezJfisc]~e AktJvJtSt 
des Enzyms enthSJt. Wir l?aben deshalb Hammelleber als Ausgangsmateria~ f/it die 
Pr~iparation des Enzyms benutzt. Dem Vorschlag eJnJger frtiherer BearbeJter ~;-'~ des 
Enzyms folgend, bezeJchnen wJr in der vorliegenden ArbeJt das Enzym ;'.is "Pol?- 
oldehydrogenase". 

Rei~ig~t~zg ~.~,d Ckera/,~te~'isier~zg dec" P@'oidelo'drogenase a~.~. ;ria:,',,~.dld)er: Da 
die bisher beschriebenen angereicherten Po]yoldehyd~ogenase-Praparate ~icl~t ge- 

* D e r  F i r m a  Hoflma.ma-l .a  ],'oci~e, G r e n z a c b / B a d e n ,  i n sbesondere  H e r r n  Dr.  Cou:~:r.L~'.~:, dan!ten 
w i t  f~r die D u r c h f i i h r u n g  des Ggransa tzes .  
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T A B E L L E  I 

POLYOLDEHYDROGENASE IN ORGANGN VI~RSCHIEDENER TIERE 

E s  wurden  E x t r a k t e  aus  A c e ton t roc ke npu lve r  ge tes t e t  (Hers te l lung  siehe M]ETHODEN UND 
PR.KPARATE). Defini t ion  der  Akt iv i t~ i t se inhe i ten  siehe I~ETHODEN UND PRKPARATE. Ans~itze zum 
op t i schen  Tes t :  o . o 6 6 M  TriXthanolaminpuffer ,  pH,  7.4; o-5 mg  D P N H ;  o . o I 6 M  Fruc tose ;  

o.o 4 ml  E x t r a k t ;  d, I cm, Gesamtvol . ,  3 ml,  Wellenl~inge, 366 m#.  

Aktivitiitseinheiten/ml mg Protein/ml Spezifische Aktivitdt 
Rohextrakt Rohextrakt 

R a t t e  (Leber) 360 21.o 17.1 
R i n d  (Leber) 415 17.o 24. 4 
Pferd  (Leber) 575 22.1 26.0 
Schwein (Leber) 590 21.o 28.0 
H a m m e l  (Leber) 970 17.3 49.0 
Taube  (Leber) 75 20.2 3.68 
Bul le  (Samenblasen)  20o 19.o lO.5 

ntigend rein und aktiv waren, um eille einigermassen spezifisch und nicht zu tr~tg 
ablaufende Bestimmung von Erythrulose durchzufflhren, habert wir das Anreiche- 
rungsverfahren y o n  WILLIAMS-ASHMAN UND BANKS 1° welter ausgebaut. Wir erhielten 
(allerdings mit geringer Ausbeute) eine 96fache Anreicherung des Enzyms (vgl. 
Tabelle II). Das derart gereinigte Enzym ist ffir die im folgenden beschriebene 
enzymatisch-optische Bestimmung yon L-Erythrulose geeignet: 

Im einzelnen erfolgte die Aufarbeitung der Hammellebern folgendermassen (vgl. 
Tabelle II): Frische Hammellebern wurden mit dem 2ofachen Volumen an kaltem 
Aceton (--15 °) im Starmix zerkleinert, auf der Nutsche abgesaugt, noch einmal mit 
Aceton im Starmix durchgertihrt und nach Absaugen 60 rain auf Filtrierpapier an 
tier Luft (Zimmertemperatur) getrocknet. Das Acetontrockenpulver h~lt sich c a .  

4 Wochen ohne nennenswerten Aktivit~tsverlust im Kfihlraum. 
50 g Acetontlockenpulver wurden mit 500 ml destilliertem Wasser extrahiert, 

T A B E L L E  I I  

ANREIGHERUNG DER POLYOLDEHYDROGENASE AUS HAMMELLEBER 

(Defini t ion der  A k t i v i t ~ t s e i n h e i t e n  siehe METHODEN UND PRAPARATE) Ans~,tze zum opt i schen  
Tes t :  0.066 M Tr i~ thanolaminpuffer ,  pH,  7.4; 0.5 mg  D P N H ;  o.16 M Fruc tose ;  d, I cm, Gesamt -  

vo lumen,  3 ml,  \¥ellenl~,nge, 366 m/z. 

Reinigungsstu] e S pezifische d ktivitiit A usbeute bezogen 
(Einheiten/mg Protein) au] Rohextrakt in % 

R o h e x t r a k t  aus  
A c e ton t r oc ke npu lve r  2.9. I o 2 i oo 

SXuref~llung* 2.3. I o 2 67 
Athanolf~Lllung 7.2- I o 2 42 
AcetonfXllung 8.2. lO 2 3o.5 
A1-CT-GeI 23.6. lO 2 27.6 
DEAE-SF-Ce l lu lose  78 - lO 2 23. 4 
~K_thanoli/illung 147 • lO 2 8.6 
Am m ons u l f a t f~ l l ung  278 "IO~ 7.9 

* Bei  d iesem Schr i t t  werden  gef~irbte Pro te ide  und der  H a u p t t e i l  der  A lkoho ldehydrogenase  
en t fe rn t .  
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indem Io rain im M6rser beJ Zimmertempera . tur  zerrieben und danJ; wei~:e,'~ 30 ~?i:? 
mechanisch gerfihrt wurde. \Vir zentrifugierten 3 ° rain bei 27,ooe ;J: .2 u~~d o °. I:~:? 

klaren {~rberstand wurde mi t  I A,' EssJgsSnre p H  4.65 eingestcJit, h ier~ff  2o n~ii~. %ei 
27,ooo × g (Temperatur ,  o °) zentrifugiert  und im (~:berstand ~rih: ~: )v >~HaOH 
p H  7.8 eingestellt. Nun wurde wiede.'.: 20 rain bei 27,000 ;< g zentrifugi,:rt (Temper~-- 
tur  = o °) und  dem i ) ) e r s t and  bei ..... 15 ° la.ngsam absoIutes .~.t .. . . . .  )1 bJs zu eJi~en~ 
Gehal t  yon 45 % (v/v) zugefi~gt. 1)ann wurde 2o mii~ bei a7,ooo g z<~trifugiert 
(Temperatur ,  o °) und  tier ~{thano}gehalt des (~ber~<andes ia.~g~;am bci ~5:' auf 
55 o/.,.o (v/v) erh6ht. Nach dem Ze~ltrJfugieren. (20 rain bei 27,000 ) ,~s":. T~, ...mpm., a,.u, . . . . . . . . .  ==,.; ) 
wurde der l~bersta.nd werworfel? und da.s Sedirne~t iJ~ soviel o.oI  M Phosphatpuffe~- 
p H  7.4, ge16st, dass eme ProteinkonzentratJon yon so bis J-5 mg/mi ~or]ag. ]3ei 
- -15  ° wurde nun dasselbe Volumen Aceton. zugegeben. Nach Abzep, trifugiere,~ bei 

27,000 ,< g (Tempe3-atl~r o °) ]ies.<~ sJch da.s . edm3en~ inq Ex:.~ikJeato.,: bei 2 o  
ohne wesent]ichen Ver]ust an Akt ivi t~t  fiber Nach t  a.ufbewahre;~. 

Am nfichste:~ Tag wurde das Sediment  Jn 45 ml o.o1 .'i~ Pho~pl~atpuffer, 
p H  7.4, aufgenommen und klar zentrifugiert .  Der ( )bers tand e:nthiett .~*wa. 20 mg 
Protein pro Milliliter. Dazu wurde das doppelte Vo]umen eines c,. 5 Mon>~te a.li:er~ 
A1-Cv-Gels n- mit  20 mg Trockengewicbt  pro Milliliter gegeben. Nach ~5 ,q~i,a Rtihre~? 
wurde 3o rain bei 27,ooo × g (Temperatur ,  o °) ze~trifugiert.  Der (}b.?.rf;tand (ca. 
12o m]) wurde auf eh~e mi t  2o g DEAE-SF-Cel lulosepulver  der Fhrua  Serv~: (Nr. J7o9 
58; o.4 rn-{quivalente/g) beschiekte SSule (7 c m x  2 era) gegebe~. ",v~'}che ~ orher n~it 
o .oi  M Phosphatpuf%% p H  7.4, behande]t  worden ",,ear. Dan.n wurde v.eiter o.oz 2tl 
Phosphatpuffer ,  p H  74,  auf die S~iule gegeben und x5--ml Frakt%ne,~ ~ffgefa.rJ.gex~. 
Die die Aktivit~it enihal tenden Frakt ionen  (meist die 3. bis .~o. Frakfio~) v<urde~ 
vereinigt.  Die EnzymI6sung wurde bei -16 ° mi t  .~..t1~anol his zu ,.'iner E~xdi.:onze~.> 
t ra t ion  yon 55 % (v/v) versetzt .  Nach dem Zentrifugieren (45 x>in. be.i :~7,ooo ;:: g, 
Tempera.tur,  o °) wurde der {)bersta~.d verworfen u~d das SedJme?~t i~ ",ve,,~ig o.o1 3')" 
Tr i shydroxymethylamhaomethanpuf fe r ,  p H  7-4, a~ffgenomme~a imd dutch Zuga.be 
yon fein pulverisierter,~ Ammonsu]fa t  zu 4 o % gesS.ttigt. Eine geri~qge Tr/ihun#; wurd~s 
abzentr i lugiert .  Nm? wurde die AmmonsulfatsbLttigung im (?!;erstand ~.;.,f 6o~ ,  
erh6ht.  Dabei  t ra t  s tarker  Seidenglanz auf. Nun wurde bei 27,000 ::; g 4.5 rain zentri-  
fugiert (Temperatur ,  0 °) m~d das Sediment  in wenig o.oi  M Trip, puffer, p H  7.4, 
au fgenommem Diese.~ Pr~iparat ist bei - - e o  ° mehrere  Mona.re o]~e  AktivitS.ts",:er]:~st 
hal tbar .  

Derar t  gereinigtc Polyo]dehydrogenase reduzierte Fructo.se ~ d  E~-,.thru}ose 
(Endkonzentra t ion  o.or M) nut  mi t  D P N H ,  n.icht mit  T P N H .  \Vcder nach Cvsteh-> 
zusatz (Endkonzentratio1~ o .oo~M) n.och n.ach Zusatz  vo~ ):Iagnesh_mmhiorid 
(Endkonzent ra t ion  o.oo 5 M) beobachte ten  wit eine Erh6hung der Rea.ktionsgeschwin-- 
digkeit  (vgl. hierzu HICKMAN UND AS~¢WELI)S). Unser  Pr~ipara.t reduzJerte Ji~t DPN}{ 
und o.oi  M Subs t ra tko~zent ra t ion  folgende Verbindungen nieht : Pyruva t ,  EYFdroxv- 
py ruva t ,  a -Ketog lu ta ra t  (aueh bei Gegenwart  vol? NH~+-Ionen),  Aeeta.Jdel~yd ur;d 
Glycolaldehyd. Ein Gemisch yon Phosphoglycer inaidehyd mad Di!~ydroxyaceto~> 
phosphat  wurde nail: e twa 3 % der Geschwindigkeit  yon o.o1 )Vf Erythruiose  reduziert.  
Das  E n z y m  eignet sich demnach zur enzymatiscl>optische~:~ Best:i~,mung yon 
Erythrulose  ohne St6rung durch Glyeolaldehyd, H y d r o x y p y r u v a t ,  PF~:n',',';t, ,~.-Ke~:o- 
g lu tara t  und  Acetalde!~yd. 

Beslimmmt? vo~, Es'ythrulose ~ebe~,. gZ3~colaldehyd ~¢.~d ]]3,d~'o:q~,,/;.7~'~r~.: D~<'. 
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Abh~ingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit yon Polyoldehydrogenase mit L-Ery- 
thrulose einerseits und Fructose andererseits als Funktion der Substratkonzentration 
ist nach dem Verfahren yon LINEWEAVER UND BURK ~a in Fig. I wiedergegeben. Als 
Michaeliskonstanten ergaben sich ffir Erythrulose 2.5"IO -~ Mole/l, fflr Fructose 25 
bis 30' IO -2 Mole/1. Die AffmitSA des Enzyms zu Erythrulose ist demnach eine Zehner- 
potenz gr6sser als zu Fructose, jedoch immer noch recht gering. Ffir eine quantitative 
Erfassung yon Erythrulose miissen deshalb hohe Konzentrationen des Enzyms einge- 
setzt werden, um in kurzer Zeit einen vollst~ndigen Reaktionsablauf zu erhalten. 
Die Reinheit des Enzyms muss gross sein, damit keine Nebenreaktionen erfolgen. 
Mit dem im vorherigen Abschnitt beschriebenen Enzympr~iparat sind diese Voraus- 
setzungen gegeben. In Fig. 2 ist ein Beispiel fflr die Bestimmung yon Erythrulose 
neben Hydroxypyruvat  und Glycolaldehyd wiedergegeben. Zwar reagiert unser 
Polyoldehydrogenase-Pr~iparat nicht mit Hydroxypyruvat  und Glycolaldehyd, 
sicherheitshalber wurden aber diese beiden Substanzen bei unseren Routinetesten 
vor der Erythrulose bestimmt: Hydroxypyruvat  mit klistallisierter Milchs~ure- 
dehydrogenase aus Kaninchenmuskel und Glycolaldehyd mit kristallisierter Alkohol- 
dehydrogenase aus Here wie friiher angegeben 1. 

! / 

 12I / uctose 
lO 

Iq  4 

/"/-40 -30 -20 -10 / 0 10 20 30 40 50 (50 70 
L/Mol Fructose bzw. Erythrulose 

Fig. ~. Michaeliskonstanten fiir Fructose und Erythrulose  bei der Umsetzung all Polyoldehydro- 
genase mi t  D P N H .  Auswer tung nach LINEWEAVER AND BURK la. Zusammensetzung des Test- 

sys tems wie in Tabelle I I  beschrieben. 

]nkubation yon Hydroxypyruvat mit verschiedenen Enzympriiparationen 

Alle Ans~ttze wurden bei 28-3 °° in Citratpuffer, pH 6.8, (EndkonzentratJon 
o.I M) bzw. in Trishydroxymethylaminomethanpuffer, pH 7.4, (Endkonzentration 
0.05 M) durchgefiihrt, InkubationszeJt 5 Stunden. Die Proben wurden 5 min bei 8o ° 
erhitzt, nach dem Abkflhlen 3 min bei 2000 × g zentrifugiert und der 0berstand 
mit dem enzymatisch-optischen Test bzw. durch Papierchromatographie analysiert. 

Angaben i~ber die verwendeten Enzyme und Pr@arate 

Pyruvatdecarboxylase wurde aus getrockneter Bierhefe der Ganter-Brauerei 
(Freiburg im Breisgau) nach einem friiher angegebenen Verfahren 1~ gereinigt. Kristal- 
lisierte Alkoholdehydrogenase wurde aus getrockneter B~tckerhefe der Sinner AG. 
(Karlsruhe) nach RACKER 16 pr~tpariert. Kristallisierte Transketolase pr~iparierte 
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Herr Dr. BUSCH in unserem Ins t i tu t  nach den Angaben yon Sp,!~I¢}!. und 5,~.it:arbeiter y' 
aus getrockneter  B~.ckerh efe. Krista llisierte MilchsViuredehydrogenr~.u,c aus ~[(rminc_;}? en-- 
muskel wurde yon der Fi rma Boehringer (Ma~mheim) bezcgen, chef,so TrJosep]:~cs- 
phatisomerase mid o.-Glycerophosphatdehydroge~ase. Walter  i idcr te  Boet-ringer 
85 %iges DPN und ca. 7 8 %iges enzymatJscl~ reduziertes DPNtq.. ,: ~)~-,.o.-.])j~ ',~" .. . .  ..... , ~os~c-:~so-~" 
merase und PhosphoketepentoepJmerase ("Isomerasegemisch") wurden au~: 735,,cker- 
here nach TABACH>IX und Mita.rbeiter ss hergestelJt. Ma.ceratJo1~ssa:ft >;urde :nac} ~, de:: 
Vorschriff von LEB];>z:v,: ~:~ aus getrockneter  Bierhefe der Ga.nter-73r~2,-~ere:i (Fre]burg) 
bereitet;  Macera.tionssaft aus getrockneter  B~tckerl~cfe der Sinne~: k O. (Karisi:~h, ~) 
gewannen wir na.eh der VorschrJff vo,~ RACKEJ.< 16. 

1.3 

g 

i .o! 

I 
i 0.9 

0,8 ! 

+ Polyol- 
+IdDH ~ADH dehydr°genase 

~ . . ~ . ~  ) Hydroxypvruvar_ 

~ , ~  ~ Giycolo,dehvd, 

-7  _~-~_ ~ Z  r . . . . . . . . . .  

I 
i 

t 
\ 
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i c r  r ~ l  ! ~ 3,~n 2 ose 

i ! 
3 
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Fig. 2. Enzymat ische  Bes tJmmung von Ery thru lose  nei)en Hydroxypyrua,  a~, - tx~)d Glycolaldehyd. 
Ansatz zum Test:  o.~ 2U Trigthanolaminpuffer ,  p H  7-4; o.3 mg D P N H ;  o.oT 5 m] de-z'a anal3 
sierenden Probe. Star t  mJt 0.025 mg kristallisierter .Milchs~haredel~ydrogenase, Nach Ablav~ der 
Reakt ion Star t  mi t  o,i2 mg kristallisJerter Hefealkoholdehydrogenase und nach der Bcs t immnng 
des Olycolaldehyd.s Star t  mit  o.I8 mg gereinigter Po]yoldehydrogenase. Gesamt-,oi~mcn, 0. 4 n'.,1 ; 
d, o. 5 cm; \VeI]enl~inge, 366 raft. Als ExtinktJonskoeftizieJ?t fiir ])PN]}-I be] 366 m/z >urdc  tier 
yon HOHORSm 1~ angegebene "~Vert benutzt .  ])Je dutch lS;nzymzusatz be~i rkfen  ];~xti>ktions- 
differenzen (mit denen die erhaltenen Ausschl~ige zu korrigieren sind) wurden durc] ~, r:ochma.llgeJ: 

Zusatz des Enzyms  nach IReaktJonsablauf ermJttelt .  

H y d r o x y p y r n v a t  wurde nach SPRINSON UND CHARGAFF 2° hergeste]lt, G lycd-  
a ldehyd bezogen wit yon den Firmen Light (England) und F1uko. AG. (Buchs, SG 
Schweiz). Ebenso w urde Ribose-5-phosphat als Bariumsalz "~.oJ~ dcr F]uka. AG. 
geliefert, o-Nitrophenylhydrazin wurde aus o-Nitroanilin dureh DJazotierung nach 
M/3LLER und Mitarbeiter s und BISCHLER 21 dargestellt. Th iaminpy ,ophospha t  ~nd 
2,4-Dinitrophenylhydrazin bezogen wit yon der Firma Merck (Darmstadt) .  

Darstdlung der o-Nitrophe~vlhydrazo~ze aZs Vargleichssubsta~ze~, fih" die PapCeJ'cDroma- 
tographie 

Hydroxypyruva t ,  Giycolaldehyd bzw. Ervthrnlose wurden jewe:i1!:, Jn wenig 
Methanol gel6st und in. heissem Methanol gel6stes o-Nitrophenylhydrazin in geringem 
l~rberschuss zugefiigt. Nach Io  mJn Erw~h:men bei 8o ° fiel beim a.nseh]iessenden 
Abktihlen das o-Nitrophenylhydrazon aus. Es wurde abgesaugt, ~?it Met!~a>ol, dann 
mit }<,ther gewasehen, auf dem To~teller a.bgepresst und aus a.bso]oter,~ ,;4.t]xap, o] 

/]ioch'~,m. J3gop/~ys. Ac, t~,~, 40 (~96o) 297 3 o~': 
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umkristallisiert. Der Schmelzpunkt des o-Nitrophenylhydrazons yon Glycolaldehyd 
betrug 116-117 °, der des o-Nitrophenylhydrazons von Erythrulose 151°. Zur Gewin- 
hung der o-Nitrophenylhydrazone aus den enzymatischen Ans~tzen wurden diese 
dutch Erw~irmen auf 80 ° enteiweisst, mit einem ~7berschuss von o-Nitrophenyl- 
hydrazin versetzt und 4 ° rain bei 60 ° erw~irmt. Nach dem Abkiihlen wurde abgesaugt 
und wie oben beschrieben, gewasehen und umkristallisiert. Zur Chromatographie 
nach MEIGH 2~ wurden die o-Nitrophenylhydrazone in wenig 9 6 %igem ~thanol gel6st 
und auf das Papier aufgetragen. 

Definition der in dieser Arbeit benutzten Enzymaktiviti~tseinheilen 

Als I Einheit wird eine ~nderung der Extinktion urn o.ooI/min bei 366 m~ im 
optischen Test mit DPNH bei einem Gesamtvolumen des Testansatzes yon 3.0 m! und 
einer Schichtdicke you I cm bezeichnet. Die Temperatur war 18-22 °. Beim Test der 
Pyruvatdecarboxylase wurde mit o.12 M Citratpuffer, pH 6.0, gearbeitet, die Pyruvat-  
konzentration war 0.025 M. Transketolase wurde im Prinzip nach DE LA HABA und 
Mitarbeitern 23 in 0.05 M Trishydroxymethylaminomethanpuffer, pH 7.6, getestet. 
Der Ansatz enthielt 8.2/~Mole Ribose-5-phosphat, 9 t ~M°le Magnesiumchlorid, 
o. 12 txMol Thiaminpyrophosphat, 0.6 mg reduziertes Diphosphopyridinnucleotid und 
folgende Hilfsenzyme: Triosephosphatisomerase, a-Glycerophosphatdehydrogenase, 
Phosphoriboseisomerase + Phosphoketopentoepimerase ("Isomerasegelnisch"). 

ERGEBNISSE 

Pyruvatdecarboxylase decarboxvliert Hydroxypyruvat zu Glycolaldehyd ohne gleichzeitige 
Entstehung yon Erythrulose 

Zum qualitativen Nachweis yon Glycolaldehyd nebeI1 Erythrulose in Ans~itzen 
mit Hydroxypyruvat  und Pyruvatdecarboxylase benutzten wir fuchsinschweflige 
S~ture (o. 1% Fuchsin in heissem Wasser gel6st und mit SO 2 his zur Entf~irbung begast). 
Dutch Zusammenbringen desselben Volumens Fuchsinschwefligs~ture-Reagenz und 
Probe konnte Glycolaldehyd in Konzentrationen bis herunter zu 2. lO -3 Mol/1 nach- 
gewiesen werden. Erythrulose in Konzentrationen bis I Mol/1 ergab keine Farbreak- 
tiou. Ans~itze yon Hydroxypyruvat  mit Pyruvatdecarboxylase ergaben naeh Entei- 
weissen durch Erhitzen und Versetzen mit dem Reagenz eine starke Farbreaktion. 
Ausweitung der Farbintensit~it yon Verd~nnungsreihen ergab Glycolaldehydkonzen- 
trationen der Gr6ssenordnung, wie sie aufgrund der enzymatisch-optischen Bestim- 
mung yon Glycolaldehyd mit Hefealkoholdehydrogenase (vgl. Tabelle IV) zu erwarten 
waren. 

Nach DICKENS UZVD WILLIA>~SON 24 ergibt Glyeolaldehyd mit Naphtoresorcin in 
stark schwefelsaurem Milieu bereits in der K~ilte eine griin-gelbe F~irbung. Erythrutose 
reagiert unseren Messungen zufolge unter dieseu Bedingungen nicht. Ans~itze yon 
Hydroxypyruvat  mit reiner Pyruvatdecarboxylase ergaben eine positive Naph- 
thoresorcinreaktion. Wie beim Test mit fuchsinsehwefliger S~iure ergab eine halb- 
quantitative Auswertung der Farbintensit~it Glycolaldehydkortzentrationen in der 
GrSssenordnung der im optischen Test mit Alkoholdehydrogertase erhalteneu Kon- 
zentrationen. 

Zur weiteren Identifizierung des Reaktionsproduktes beim Umsatz yon Hydroxy- 
pyruvat  mit Pyruvatdecarboxylase wurden die durch Erhitzen auf 8o ° enteiweissten 
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Ans~itze entweder direkt oder nach l~-berfiihrung der darin e~thatten¢e,., Carbo~>.,i- 
verbindungen in o-Nitrophenylhydrazone bzw. 2,4-Dinitropheny]hydrazoj?e ~;;c]:~ 
MmGH ~-0 papierchromatographJert .  In  Tabelle I I I  sind die R;~-Vi:crte dc'~ be~ <~er 
Chroma.tographie erl-~a.ltenen Flecke aviedergegeben. Man sieht ~:~ l'abei}e HI ,  dass 
nach Umsatz  yon. H y d r o x y p y r u v a t  mit Pyru.vatdec;arboxylase ailei.,~ Olycoia~dei~yd 
bzw. sein o-Nitrophenyll~ydrazo]a na.chweisbar ist, w~J.hrend in A~,>gtze~? ~>J' rol~e~.~ 
Macerationssaft  aus Bierhefe a]~ Enzymquelle  vorwiegend Er),t~?r:~io~<: !?zw. i!~r 
o-Nitrophenylhydrazon gefunden wird. Auf die Ergebni:;se mit ~fac< r~.tio]:~,sa l -~, werdc:~ 
wit im n~chsten Absclmitt  zuri ickkommen;  bier ~;ei festge]aaltc>: da:~:~ ~:~it reip, er 
PyruvatdecarboxyJase  im Einklzmg mit de> vorstehe>d mitgetei!*e.,e Fa,~:>reaktm_r~en 
allein Glycolaldehyd ais Reakt ionsprodukt  aufgefunden wurde. ~T~c:e~e ~::7{i]'~ere,~ 

papierchromatograpl~isci~en, vet< Pin mit den 2 4-DJ ~itrophenx:. ]-~,\~draz(: " .  . ~'i: ~ .  v.TaIen 
f/;~r eine Unterscheidm~g yon Glycolaldehyd und Erythrulose nScJ-~t ~eeig~ve{, da die 
Dini t rophenylhydrazone dieser VerbJndungen nicht getrennt  werde~ (:gJ. TabeiJe I I I ) .  

TABELL];2 ] I [  

]I~I,--\~rGRTI£ VON GLYCGLALDGHYD~ GR'9"THRULOSG UND HP..q)ROKYPYRUVAT S¢)~rrG IIIJ~ER 
O-NITROPH?~NYLHYDRAZONE UND 2 , 4 - D I N I T R O P I ~ 1 ~ N Y L ] q Y I ) R . % Z O N G  

Absteigende ( 'h romatographie ;  mobile Phase:  mli: Hepta~ gesgttigtes Metbano? :~ : Papier:  
Schleicher und Schiil] 2043 b Mgl. Die l?heny]hydrazone wurden dutch ihre geIbe Fro'be erkannt .  
flie freien Carbonylverbindungen wur(len durch Bespriihen mit  einer gesS_ttigtc]? ]dSszmg ~on 
m-Phenvlendiamin i~ absolt,,tem .;%tha~oJ und io mJn Erbi tzen a.uf ~ o :  ~icl?ti>>~r genqac]~t. 

]~t," [IYNe dcr ~zbe- RF-lf 'o ' le  ~mct, ;~'j,-W~'/e :o-c; /}be~'/~i.!'m~g 
h~delCen S~&stanze~ hazy. (.;ber/~d~rung #~ o Ni;~'~ : :  2,4-D ~iX:',~)hc;z. 4- 

I~d:~tbationsansdgze ,~he~j,Zhydrago~ze l,j,.~',~z~i e 

Glycolaldehyd (authentisc]-m Probe) 0,83 o,77 o.6q 
Erythru lose  (authentiscl~e Probe) o.7:'. 0.69 o 6  c' 
H y d r o x y p y r u v a t  (authentische ]?robe) 0.5?- 0,62 c.40 
Hydroxypyrux  at mi t  P y r ~ i \ ; a l -  

decarboxy]ase inkubiert  0.83 0,7~ 
Hydroxypyruva , t  mit  Maceratio~ssaft  

aus I~,ierhefe Jl~kubiert 0.72 0,69 --- 

In  unserer friiheren~ Arbeit  wiesen, wit Glycolaldehyd durch qu~-~:ltitative Reduk.- 
tion mit  DPNI-I an kristallisierter Alkoholdehydrogenase aus Hefe !~cI~. \.Vir priSfte~ 
nun, ob auch Erythrulose unter  diesen Bedingungen reduzierl wi rd  In cinel~ Ansatz 
mit o.22 M Citratpuffer, pH  6.o, o.6 mg I ) P N H  und einer E;~dkonzentr~tSoi~ yon 
o .56-Io  -'~ 3 I  Erythruiose nach Zusatz vo,~. 0. 3 mg k r i s t a l l i s i e r t e ]  ~ t~fefe-Alkoho!dc- 
hydrogenase wurde kcJn Verschwinden yon D P N H  beobachtet  (Gesamt' ,olume~ 
3.0 ml Schichtdicke ~ cm; We]lenl~inge .366 m/z). \Vurden dem An~atz 0.5 ,,~.Mo] 
Glykola]dehyd zugesetzt, so fand rasche und quant i ta t ive HydrJerung des Glycolai- 
dehyds unter  Verbrauch yon D P N H  sta.tt. Der in unsercr fri~heren Arbeit beschriebene 
Verbrauch yon D P N H  nach Zusatz yon Hefealkoholdehydrog<rf~lse z~ Ans~i.tz<>~ 
mit H y d r o x y p y r l ] \ a t  ~md Pyruva,tdecarboxylase ka,nn, demnac]~ ~Jic?11 ~uf die 
Bildung yon ErythruIose zurflckgefi~l~.rt werden. 

In Fig. 3 Jst ei~? Versuch wiedergegeben, de]- zeigt, dass die bcin~ ilT,>satz ,:o~? 
Hydroxypyruv~ t  mit  J)yruvatdccarboxylase ep.tsi:ehe~de Sub~,la~,~z q~.~-~titaiiv ~ii: 
D P N H  und Alkoho]del~3,drogenase a~s Here reduziert wird. Kurve ~ ~ :;',rde ~r~it einer 
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Fig. 3. Quantitativer Umsatz yon Hydroxypyruvat  mit Pyruvatdeearboxylase zu einer Verbin- 
dung, die mit  Alkoholdehydrogenase und DPNH reduziert wird. AnsEtze zum optischen Test: 
o.22 M Citratpuffer, pH 6.0 (Versuche I u n d  2), bzw. o.133 M Trishydroxymethylaminomethan- 
puffer, pH 8.0 (Versuch 3); I m g  DPNFI; 0.43/zMol Hydroxypyruvat;  o,6 nag kristallisierte 
Alkoholdehydrogenase bzw. 0.05 rag kristallisierte Milehs~uredehydrogenase. Gesamtvolumen: 

3.0 ml; d, i cln; Wellenl~nge, 366 m#. 

Kontrollktivette erhalten, in der Alkoholdehydrogenase, DPNH und Pyruvat-  
decarboxylase, jedoch kein Hydroxypyruvat  enthalten war. Kurve 2 gibt denselben 
Versueh mit Zusatz yon Hydroxypyruvat  wieder. Als Differenz aus den Kurven I 
und 2 errechnet man einen Verbrauch yon o.416 ~Mol DPNH, der dutch den 
Umsatz yon Hydroxypyruvat  mit Pyruvatdecarboxylase bewirkt wurde. Kurve 3 
gibt die Austestung des eir~gesetzten Hydroxypyruvats  mit DPNH und kristallisierter 
Milchs~turedehydrogenase aus Kaninchenmuskel wieder. Aus der DPNH-Abnahme 
berechnet man 0.42/~Mol Hydroxypyruvat  im Ansatz. Da der DPNH-Verbrauch 
im Versuch mit Pyruvatdecarboxylase ebenso gross war wie der DPNH-Verbrauch 
durch Reduktion yon Hydroxypyruvat  mit Milchs~uredehydrogenase, beweist dieser 
Versuch, dass beim Umsatz yon Hydroxypyruvat  mit Pyruvatdecarboxylase in 
st6chiometrischer Menge zum Hydroxypyruvat  eine Substanz entsteht, die mit 
DPNH an Alkoholdehydrogenase reduziert wird. Da Erythrulose nicht mit DPNH 
an Alkoholdehydrogenase reduziert wird, kann es sich nicht um diese Tetrose handeln. 
Den vorstehend mitgeteilten Versuchen zufolge kommt als Reaktionsprodukt nur 
Glycolaldehyd in Frage, sodass die frfiher yon uns formulierte Gleichung (I) be- 
st~ttigt ist. 

E~tstehung yon Erythrulose aus Hydroxypyruvat 

Im Kapitel METHODEN beschreiben wit einen enzymatisch-optischen Test ffir 
Erythrulose mit Polyoldehydrogenase aus Hammelleber. Das gereinigte Enzym 
reagiert nicht mit Hydroxypyruvat  und Glycolaldehyd. Da Hydroxypyruvat  mit 
DPNH und Milchs~iuredehydrogenase aus Kaninchenmuskel und Glycolaldehyd 
init Hefe-Alkoholdehydrogenase bestimmt werden kann, ist eine schnelle und spezi- 
fische Nebeneinanderbestimmung dieser 3 Substanzen im enzymatisch-optischen 
Test m6glich (vgl. Fig. 2). Wit haben mit dieser Methode Ans~ttze yon Hydroxy- 
pyruvat  mit verschiedenen Enzympr~iparationen analysiert, Die Ergebnisse sind in 
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Tabe l l e  IV  wiedergegeben .  Aus  Versnch  z s ieht  man ,  dass  Jm ]£in]dang ;nh: den im 

vo rhe r igen  A b s c h n i l t  da rges t e l l t en  Versuchsergeb~Jssen  bei ]~;m.~ai.z r e : :  ~dner  
P y r u v a t d e c a r b o x y ] a s e  n u t  Spuren  yon E r y t h r u l o s e  neben v J d  Giycc,]~Jdehyd nach-  

weisbar  sind. D a  m e h r  ale 99 % des d n g e s e t z t e n  H y d r o x y p y r u v a !  s u m g e s d - z t  ' vu ;den ,  

d a v o n  j edoch  n u t  57 Mo/ % a~s~ Glvco]alde]~yd. o _ und Ervthrulose.,  a.ufgefunden, w -r, ' -",~ a,,.., 
O/ s ind  43 /o des H v d r o : ~ v p v r u v a t s  zu e iner  S u b s t a n z  {oder zu Substanze.~;) v,y[~.yld.ert a . . . . .  s 

worden ,  die in unseren~ optisc]~en Tes t  nJcht  e r fass t  wird.  \Vir v&:.~,.en nod:.  n ieht ,  u m  

welche  S u b s t a n z e n  es sich hande l t .  Se t z t  m a n  a]s Enzyn~qmlh~ Macera t ionssaf !  

aus  ]3ierhefe d n  ( T a b d l e  IV, Ver such  e), so en.tstei~en neben  GJycolaJdehT:,d betrS.cht-  

] iche Mengen  Ery th ru ]ose .  \,Vir n e h m e n  a.n, dass  die E n t s t e ] m n g  '~o~., ]%r)n:]n-Mose auf  

das  Z u s a m m e n w i r k e n  yon P y r u v a l d e c a r b o x y l a s e  und Transket<>]a~e zurqckzufii]-n-en 

ist, wie in den  Gle ic lmngen  (3), (4) m~d (5) der  Ei~Jeitur,  g wiederge ;pb<~ win:de. I)a:f/i~ 

spr ich t ,  dass  d n  Mace ra t ionssa f t  aus Bi ickerhefe ,  de r  im Verg]eich >.wn >5h~.ceralions~ 

sa l t  aus  Bie rhefe  wen ig  P y r u v a t d e c a r b o x y l a s e  und vie] Trans].:,.:lolase ¢<th;i1~. die 

E n t s t e h u n g  y o n  E r y t h r u l o s e  a~f  ]<osten von  Glyco]a ldehyd  noch :meh7 5egf l~s t ig t  

(Tabel le  IV, Versuch 3). In. d iesem Versuch w u r & n  n u t  67 % des dngesetz~:e~) H y -  

d r o x y p y r u v a t s  u m g e s e t z l ,  da  die ger inge  Pyruvatdecarbo?c3b.se-A]. ; thdt~. t  de:: 

B g c k e r h e f e e x t r a k t e s  n u t  einen ] angsamen  H y d r o x y p y r u v a t - U m s a t z  .:~rm0g]ieht. Die  

den  H y d r o x y p y r u v a t m n s a t z  e i n ] d t e n d e  und  in seiner  G e s c h w b d i g k e i t  •beg;:enzende 

R e a k t i o n  ist  d e m n a c h  die D e c a r b o x y l i e r u n g  zu (]]yco]aldeh3rd. \ e a s  m i t  dem so 

e n t s t a n d e n e n  G l y c o l a l d e h y d  we i t e r  geschieht ,  e :~tscheidet  die am, ,esen&: Trans-. 

ke to lase .  I s t  ke ine  T r a n s k e t o l a s e  vorhm~den (Versuchsre ihe  ~), so biqib{ der  Haup t t~ i ]  

des  G l y c o l a l d e h y d s  Iiegen mad der  R e s t  w i rd  zu ]? roduk ten  weJter  ,>rSnd<-~rt, die vdr  

TA]3]ZLLE ]%' 

U~IS],2TZU~TG VOTe H%'])ROX%[PS]~U]AT MIT VERSCIJIIL])~NEN EX-ZYFIP]Z]'[I~AI~ATET~ 

Inkubation und Gewimlt]ng der Proben wie unfer ?4iE:]:HOJ)E>" UND PRAT'A]IAT] [i]]~j(~@Cb£~]. J\]{ ;]v{- 
t/Ltseinheiten der Enzym]?rfi.parate/mg Protein: gerdnigtc Pyruvatdecarboxy]auc (a,~.-~o~), 
kristallisierte Tra.nskelob ~.c: (o.~- 3, ~o~), Bierhefe-Max;e a.tJonssaft (Kyruvat.dcc?.r].'oxF]asc: 
o.24 - s o4), B/~ckerhefe-Ma cerationssa.ft (]?yruvxt-decarboxy]a.se : o.oJ . J o .  'Fransketo]a.se : 
0 . 0 0 4  • i o 4 ) ,  Definition de7 AktivJtfitseinheitel~ sJelhe ~ > r ] ~ o 1 ) ~ x  I ; N D  J~J,~]{P.,!.]? '.T]o2. il)ic \ZeFa]]C]]S- 
reihen I -  3 wurden h? CKratpuffer, pH 6.8 (End]<onzentral:Jon o.i 3J), die %7(27-s]]c]]S]TOJ]]c]] 4--(5 i11 

Trishvdroxymethvlami/omethanpuffer. pH 7.4 (Endkor, zentra.tion o.o~ ]il) di~;:c]u{ediihrt. 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

MoZ % <bczo~.'c;7 au/ dngescg:~!e ]7()£7 5 =:: J c n  '~,) 

Vcrs¢4chsrel:lle E~x3'mpr~/~aJ'a~ 
G[ ,'cofaldehyd Ervglirl;Tose* 6<vcokti ~dzy~ -!- ]{O}?T.5" 

Z{;'a'Zl~;'!e o,,# 

Gereinig%e los ruvat- .  55 2 5) ~.2 
deca.rboxv] a s.c" 

Macera.tionssaf~ (]3ierhe:fe) ~3 84 9", 
3 ]~{aceratioI~ssa.ft (Bfickerhefe) ~ q~ .q(, 33 
4 Gere in ig te  ]oylrt1-,,at- ] 6 ~q6 ; o~ .3 

decarbox3 lase und 
krista 1]isierte Transketolase 

5 ]<ristallisJerte Transketolase 4 :~ 3 J ) 56 
6 Krista]lJsierte Transketo]ase ; -- - 9 0  - - 3.5 

G]yco]aldel~yd zugesetzt 

• ]3ei der Auswertung der Versuchsreihe~ ] -5 wurde je ~ Mo] im Ansatz c~tsl:andcner gr) '- 
fihrulose mit einem Verbra.uch yon .., 5'[olen Hydroxypyr ,  vat g]eich,~csetzt_ >,~i~ Gb . . . . .  el], n~ (2)). 
Beim \Tersuch 6 wurde je ~ 5'Io1 im A~satz analvsierter Erythrulose mit (;iJnen] l:erbrauc]? vo~; 

MoI HydroxypyruvM: gleicbgesetzt, da, ]Her Glycolalde]~yd Jm I"berschus:-' z~gcse',';zt v:orde ~ war. 

~iorhMz.  fJ~o;IJhys. Ac/~,, 4 :> I~ 96o' :za 7.-~ot 
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in unserem kombinierten enzymatisch-optischen Test rficht erfassen k6nnen. Liegt 
wenig Transketolase vor (Versuchsreihe 2), so entsteht Erythrulose neben Glycol- 
aldehyd. Ist viel Transketolase vorhanden (Versuchsreihe 3), so entsteht vorwiegend 
Erythrulose; Glycolaldehyd ist nur in geringer Menge nachweisbar. Die Neben- 
reaktiollen zu PIodukten, die yon unseren optischen Testen nicht erfasst werden, 
fallen bei Anwesenheit yon Transketolase nur wenig ~ns Gewieht. Dies ist wohl so zu 
erkl~tren~ dass bei diesen Versuehen (Versuchsreihen 2, 3 und 4) Transketolase Glycol- 
aldehyd rasch weiter umsetzt und damit den Nebenreaktionen entzieht. 

Durch Zusatz yon kristallisierter Transketolase zu gereinigter Pyruvatdecar- 
boxylase (Versuchsreihe 4) k6nnen die Verh~iltnisse in Extrakten aus Bierhefe und 
B~tekerhefe imitiert werden. Da bei diesem Versuch reine Enzyme eingesetzt wurdert, 
ist damit das Funktionieren der in den Gleichungen (3), (4) und (5) postulierten 
Reaktionsfolgen bewiesen. 

Wie zu erwarten, entstehen bei Einsatz yon reiner Transketolase nur geringe 
Mengen Glycolaldehyd und Erythrulose (Versuchsreihe 5). Dies ist darauf zuriick- 
zuftihren, dass die Transketolase noch in geringem Masse mit Pyruvatdecarboxylase 
verunreinigt ist. DE LA HABA und Mitarbeiter 23 zeigten, dass Hydroxypyruvat  an 
reiner Transketolase bei Gegenwart von zugesetztem Glycolaldehyd als Acceptor- 
aldehyd umgesetzt wird. Im Einklang damit beobachtet man bei Inkubation yon 
reiner Transketolase m{t Hydroxypyruvat  unter Zusatz yon iiberschiissigem Glycol- 
aldehyd (Versuchsreihe 6) fast vollstfindige ~berftihrung yon Hydroxypyruvat  in 
Erythrulose. 

DISKUSSION 

Da fiir die in der vorliegenden Arbeit beschriebene ~berfiihrung yon Hydroxy- 
pyruvat  in Erythrulose neben der universell verbreiteten Transketolase Pyruvat-  
decarboxylase ben6tigt wird, kann diese Reaktion nur irt pyruvatdeearboxylase- 
haltigen Zellen, also in Pilzen, gewissen Bakterien und Pflanzen verifiziert sein. Ob 
die Reaktion in diesem Material in bedeutungsvollem Umfange stattfindet, diirfte 
massgebend yon der station~iren Hydroxypyruvat-Konzentratiort abh~ingen. VIR- 
TANEN und Mitarbeiter 25, 2G wiesen in pflanzlichen Geweben Hydroxypyruvat  nach. 
Auch wir 27 konnten in frtiheren Untersuchungen mit einem enzymatisch-optisehen 
Test zeigen, dass Hydroxypyruvat  in Gr~tser-Choleoptilen in einer Konzentration 
yon etwa lO .5 Mol/1 vorliegt. Es ist demnach damit zu rechnen, dass in Hefen und 
h6heren Pflanzen tats~tchlieh eine Erythrulose-Bildung aus Hydroxypyruvat  statt- 
findet. 

MSglichkeiten ffir die Synthese yon Hexosen aus Erythrulose unter Beteiligung 
von Transketolase und Transaldolase wurden von DICKENS 3 diskutiert. Nach DICKENS 

ist demnach ein l~bergang von Hydroxypyruvat  in Hexosen in Betracht zu ziehen. 

ZUSAMMENFASSUNG 

I. Die 96fache Anreicherung yon Polyoldehydrogenase aus Hammelleber wird 
beschrieben. Dieses Pdiparat reduziert mit DPNH folgende Verbindungen nicht: 
Pyruvat,  Hydroxypyruvat ,  a-Ketoglutarat, Acetaldehyd und Glycolaldehyd. Triose- 
phosphat wird nur sehr langsam reduziert. Da Erythrulose rasch und vollst~ndig 
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reduziert wild, kann dJese Ketose enzymatisch-optisch ohne St6rung dm,c]: die andern 
genannten Carbony]verbindungen aufgrund des DPNH-Verbrauches I>estJmmt 
werden. 

2. Inkubieri: man Hydroxypyruva.t n i t  gereinigter Pyruva.~decaN~ox?71ase a.us 
Heft, so fin det DecaJ)oxylierm~g zu Glyco]aldehyd ohne g]eiebzeitige Bi]dung ,,on 
Erythrulose start. Glycelaldehyd wird in diesen An sS.tzen mit Farbresktion< ~, dutch 
enzymatiseh-optiscbe Bestimmnng _mit Alkoho]dehydrogenase >rid durch Papier-- 
chromatographic der o-Nitrophenylhydrazone, .~owie der freJen V.<rbindm~ger naf.:h.- 
gewiesen und yon E~ythrulose unterschieden. 

3. Inkubiert man Hydroxypyruvat mit Pyruvatdecarboxyiase m~d Tram> 
ketolase, so entsteht n eben G]yco]aJdehyd Erytbrulose. Das Mengenverh~ltnis won 
Glyco]aldehyd zu Erylhru]ose h'~ingt yore KoJ~zentra.tionsver%i~!tnis der beiden 
Enzyme ab. 

4. Die Bildung yon Erythrulose a us Hydroxypyruvat  karm iJ~ Geweben~ die 
Hydroxypyruvat  bildende Enzymsysteme,  Pyruvatdecarboxylase m~d "?ra~qsketo]a~e 
enthalten, bJologisch bedeutsam sei;~. 

Der Deutschen Forsclmngsgemeinschaft danken wit fflr die UnteHtiitzung unserer 
Arbeiten im Rahmen des Schwerpm~ktprogran~mes Biochemie Der .Sim~er AG 
(Karlsruhe) und der Ganter-Brauerei (Freibm:g) dankeJ-~ wir f,:ir die kosterdose fN>er- 
lassung yon B~ckerhefe m~d Bierhefe. 
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