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BILDUNG VON ERYTHRULOSE AUS HYDROXYPYRUVAT
DURCH HEFEENZYMEN

HELMUT HOLZER uvnp HEINZ WERNER GOEDDE
Physiologisch-Chemisches Institut dey Universitit, Freiburg im Breisgau (Deutschland)

(Eingegangen am 3. August, 1959)

SUMMARY

Formation of erythrulose from hydroxypyruvate by yeast enzymes

1. Polyoldehydrogenase has been purified g6-fold from sheep liver. Pyruvate,
hydroxypyruvate, a-ketoglutarate, acetaldehyde and glycolaldehyde are not reduced
with DPNH by this preparation. Triose phosphate is reduced very slowly. Since
erythrulose is reduced rapidly and completely, this ketose may be estimated spectro-
photometrically by means of its DPNH consumption 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 glycolaldehyde. 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' die Decarboxylierung von Hydroxypyruvat durch gereinigte
Pyruvatdecarboxylase aus Hefe nach der Gleichung
Hydroxypyruvat — Glycolaldehyd + CO, (1)

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

2 Hydroxypyruvat —> Erythrulose + 2CO, (2)
Es werden folgende Abkiirzungen verwendet: DPN, Diphosphopyridinnucleotid; DPNH,

hydriertes Diphosphopyridinnucleotid ; HOBTS, Hydroxypyruvat; ADH, Alkoholdehydrogenase ;
MDH, Milchsduredehydrogenase; Trispuffer, Trishydroxymethylaminomethanpuffer.
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Freier Glycolaldehyd als moglicherweise auftretendes Zwischenprodukt der
Reaktion konnte von IDICKENS UND WILLIAMSON? nicht nachgewicsen werden.

Die vorliegende Arbeit wurde unternommen, um das Zustandekommen dieser
gegensitzlichen Befunde zu kldren. Wir gingen bei unseren Versuchen von der Ar bufx—
hypothese aus, dass die unter (2) angegebene Reaktion durch Zusammenwirk
der Enzyme Pyruvatdecarboxylase und Transketolase nach folgenden Glei h nge
verlauft:

{(Pyruvatdecarboxylase)

Hydroxypyruvat > Glycolaldehyd + CO, (3)

; L ('{ranskeiolatm . .
Hydroxvpyruvat 4 Glycolaldehvd - ————— Erythrulose 4 CO, {4}
Summe: 2z Hydroxypyruvat — Erythrlose 4 2 €O, {5}

Durch die im folgenden dargestellten Versuche mit gereinigter Pyruv ,,%,d.em b O\Vla%
und kristallisierter Transketolase aus Hefe wurde diese Arbeitshypothese bestétigt.

Nach Abschluss anserer Experimente sahen wir eine Arbeﬁ,{ i der DickENS
Daten iiber die Verunreinigung seiner Carboxylase-Priparationen mit Transketolase
mitteilt. Aufgrund dieser Daten zieht nun auch DicgENS eine Beteiligung von Trans-
ketolase an der Erythrulose-Bildung aus Hydroxypyruvat mit Hefe-Pyruvatdecar-
boxylase in Betracht.

METHODEN UND PRAPARATE

Daystellung von L-Erythrulose
Erythrulose wurde durch aerobe Vergdrung von meso-Erythiit nmut Sorbose-
Bakterien nach BERTRAND? gewonnen®. Nach dem Verfahren von M{irer und
Mitarbeiter® wurde Erythrulose aus dem Giransatz als o-Nitrophenylhydrazon
gefillt. Nach Umkristallisieren aus ahsolutem Athanol betrug der Schmelzpunkt
151°C und die spezifische Drehung in absolutem Athanol bei 20°C 4 47.4° (Konzen-
1

tration 10 mg/ml) in Ubereinstimmung mit fritheren Angaben anderer Au 2,5

aforen®: s,
Freie Erythrulose wurde durch Zerlegung des o-Nitrophenylhydrazons mit Benzal-
dehyd nach den Angaben von ’\IDLLER und Mitarbeiter® als Sirup erbalten. Die
spenﬁsche Drehung betrug - 11.1° (Messungen mit 23 bzw. 10T mg/ml; Temperatur

20° C}; nach MULLER und M]tarbelter betragt die Drehung - 11.4°

Enzymatisch-optische Bestimmung von Evythrulose mit Polyoldehydrogenas

itat von Extrakten
Reduktion von

Vorkommen wvon Polyoldelydrogenase: In Tabelle I ist die Akti
aus Leber verschiedener Tiere und von Bullen-Samenblasen bei ¢
Fructose mit DPNH wiedergegeben. Man sieht aus der Tabelle, dass ein Extrakt aus
Hammeleber die héchste Aktivitit pro Milliliter und die héchste spezifische Aktivi
des Enzyms enthilt. Wir haben deshalb Hammelleber als Ausgangsmaterial hn
Priaparation des Enzyms benutzt. Dem Vorschlag einiger fritherer Bearbei
Enzyms folgend, bezeichnen wir in der vorliegenden Arbeit das Enzym
oldehydrogenase’

Reintgung umi Charaklerisierung der Polvoldelwdrogenase aus Hammellcber: Da
die bisher beschriebenen angereicherten Polyoldehvdiogenase-Priparate nicht ge-

* Der ana Hoffmann-La Roche, Grenzach/Baden, insbesondere Herrn Dir. Courrrie, danken
wir fir die Durchfithrung des Géransatzes.
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TABELLE 1
POLYOLDEHYDROGENASE IN ORGANEN VERSCHIEDENER TIERE

Es wurden Extrakte aus Acetontrockenpulver getestet (Herstellung siehe METHODEN UND

PRAPARATE). Definition der Aktivititseinheiten siche METHODEN UND PRAPARATE. Ansitze zum

optischen Test: 0.066 M Tridthanolaminpuffer, pH, 7.4; o.5 mg DPNH; 0.016 M Fructose;
0.04 ml Extrakt; 4, 1 cm, Gesamtvol., 3 ml, Wellenlinge, 366 mu.

Aiidisinieinimt bt Sy Ao
Ratte (Leber) 360 2I.0 17.1
Rind (Leber) 415 17.0 24.4
Pferd (Leber) 575 22.1 26.0
Schwein (Leber) 590 21.0 28.0
Hammel (Leber) 970 17.3 49.0
Taube (Leber) 75 20.2 3.68
Bulle (Samenblasen) 200 19.0 10.5

nilgend rein und aktiv waren, um eine einigermassen spezifisch und nicht zu trig
ablaufende Bestimmung von Erythrulose durchzufithren, haben wir das Anreiche-
rungsverfahren von WILLIAMS-ASHMAN UND BANKS!? weiter ausgebaut. Wir erhielten
(allerdings mit geringer Ausbeute) eine gb6fache Anreicherung des Enzyms (vgl.
Tabelle I1). Das derart gereinigte Enzym ist fir die im folgenden beschriebene
enzymatisch-optische Bestimmung von L-Erythrulose geeignet.

Im einzelnen erfolgte die Aufarbeitung der Hammellebern folgendermassen (vgl.
Tabelle II}: Frische Hammellebern wurden mit dem zofachen Volumen an kaltem
Aceton (—15°) im Starmix zerkleinert, auf der Nutsche abgesaugt, noch einmal mit
Aceton im Starmix durchgerihrt und nach Absaugen 60 min auf Filtrierpapier an
der Luft (Zimmertemperatur) getrocknet. Das Acetontrockenpulver hilt sich ca.
4 Wochen ohne nennenswerten Aktivititsverlust im Kithlraum.

50 g Acetontrockenpulver wurden mit 500 ml destilliertem Wasser extrahiert,

TABELLE II
ANREICHERUNG DER POLYOLDEHYDROGENASE AUS HAMMELLEBER

(Definition der Aktivitdtseinheiten siche METHODEN UND PRAPARATE) Ansitze zum optischen
Test: 0.066 M Tridthanolaminpuffer, pH, 7.4; 0.5 mg DPNH; 0.16 M Fructose; d, 1 cm, Gesamt-
volumen, 3 ml, Wellenlinge, 366 mpu.

Spezifische Aktivitit Awusbeute bezogen

Reinigungsstufe (Einheitenjmg Protein)  auf Rokextrakt in %

Rohextrakt aus

Acetontrockenpulver 2.9° 102 100
Sdurefillung” 2.3-10% 67
Athanolfillung 7.2 102 42
Acetonfillung 8.2-10% 30.5
Al-Cy-Gel 23.6- 102 27.6
DEAE-SF-Cellulose 78 -10? 23.4
Athanolfallung 147 -102 8.6
Ammonsulfatfallung 278 -10? 7.9

* Bei diesemn Schritt werden gefarbte Proteide und der Hauptteil der Alkoholdehydrogenase
entfernt.

Biochim. Biophys. Acta, 40 (1960) 297308



300 H. HOLZER, H. W. GOEDDE

ot

indem 10 min im Mérser bej Zimmertemperatur zerrieben und. damn

mechanisch gertihrt wurde. Wir zentrifugierten 30 min bei 27,000 » g und 0° Im
klaren Uberstand wurde mit 1 N Essigsiure PH 4.65 eingestellt, hieranf 20 min bej
27,000 x g (Temperatur, 0°) zentrifugiert und im Uberstand mit 1 NH,OH
pH 7.8 emofestellt Nun wurde wieder zo mm bei 27,000 % g zentrifugiert (Tempe
tur = 0°) und dem Uberstand bei —15° Jangsam absolutes ﬂﬂw""ol bis zu einem
Gehalt von 45 % (vjv} zugeftigt. Darm wurde 20 min. bel 27,0 ' i
(Temperatur, 0°) und der Athanolgehalt des Uberstandes las
55 % (v/v) erhoht. Nach dem Zentrifugieren (zo min bei 27,000
wurde der Uberstand verworfen und das Sediment in soviel o
pH 7.4, gelost, dass cine Proteinkonzentration von 10 bis 15 mg/
—15° wurde nun dasselbe Volumen Aceton zugegeben. Nach Abzentrifugier
27,000 % g (Temperatur == 0% 1i sich das Sediment im FEuxsiklator bei —zo0°
ohne wesenthchen Verlust an Akmvi tat iiber Nacht aufbewahren.

Am nachsten Tag wurde das Sediment in 435 ml o.0r /7 Phosphatpufier,
pH 7.4, aufgenommen und klar zentrifugiert. Der Uberstand enthielt etwa 20 mg
Protein pro Milliliter. Dazu wurde das doppelte Volumen eines ¢z 6 Monate alten
Al-Cy-Gels™ mit 20 mg Trockengewicht pro Milliliter gegeben. MNach 1
wurde 30 min bei 27,000 x g (Temperatur, 0°) zentrifugiert. Der {
120 ml) wurde auf eine mit zo g DEAE-SF-Cellulosepulver der Firma S
58; 0.4 mAquivalente/g) beschlckte Sdule (7 ecm < 2 o) gegeben, weiche vorher mit
0.01 M Phosphatpuffer, pH 7.4, behandelt worden war. Dann w weiter 0,01 M
Phosphatpuffer, pH 7.4, auf die Sidule gegeben und 15-ml Fraktionen aufgefangen.
Die die Aktivitit enthaltenden Fraktionen (meist die 3. bis 10. Fraltion) wurden
vereinigt. Die En7ym]0:ung wurde bei —-16° mit Athanol bis zu ei Endionzen-
tration von 55 % (v/v} versetzt. Nach dem Zentrifugieren (45 min bei 27,000 2 g
Temperatur, 0°) wurde der Uberstand verworfen und das Sediment in wenig 0.01 M
Trishydroxymethylaminomethanpuffer, pH 7. ]
von fein pulverisierterm Ammonsulfat zu 40 %
abzentrifugiert. Nun wurde die mnmoncu]fatqatn ung im Tl erstand
erhoht. Dabei trat starker Seidenglanz auf. Nun wurde bei 27,000 :
fugiert (Temperatur, o} und das Sediment in wenig ¢.01 M
aufgenommen. Dieses Priaparat ist bei —20° mehrere Monate chne 7
haltbar.

Derart geremigte Polyoldehydrogenase reduzierte Fructose und Frvthrulese
(Endkonzentration o.c1 M) nur mit DPNH, nicht mit TPNH. Weder nach Cystein-
zusatz (Endkonzentration o0.00r M} noch nach Zusatz von Magnesiumchlorid
(Endkonzentration o.005 M) beobachteten wir eine Erhhung der Reaktionsgeschwin-
digkeit (vgl. hierzu Hickman uNp ASEWELL'?). Unser Priparat reduzierte mit DPNH
und o.01 M Substratkonzentration folgende Verbindungen nicht: Pyruvat, Hydroxy-
pyruvat, e-Ketoglutarat (auch bei Gegenwart von NH,*Tonen), Acetaldehvd und
Glycolaldehyd. Ein Gemisch won Phosphoglycerinaldehyd und Dibyvdroxvaceton-
phosphat wurde mit etwa 3 9, der Geschwindigkeit von o.01 M Ervthrulose reduziert
Das Enzym eignet sich demmnach zur enzymatisch-optischen DBestimmung von
Erythrulose ohne Stérung durch Glycolaldehyd, Hydroxypyruvat, Pyruvat, a-Keto-
glutarat und Acetaldehyd.

Bestimmung von Eryithrulose meben Glycolaldelyd wund Hydroxypyruval: Die

5 min Rihren
and (ca.
= (N1 170G

mer
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Abhingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von Polyoldehydrogenase mit L-Ery-
thrulose einerseits und Fructose andererseits als Funktion der Substratkonzentration
ist nach dem Verfahren von LINEWEAVER UND BURK!® in Tig. 1 wiedergegeben. Als
Michaeliskonstanten ergaben sich fiir Erythrulose 2.5-1072 Mole/l, fiir Fructose 25
bis 301072 Mole/l. Die Affinitit des Enzyms zu Erythrulose ist demnach eine Zehner-
potenz grésser als zu Fructose, jedoch immer noch recht gering. Fiir eine quantitative
Erfassung von Erythrulose miissen deshalb hohe Konzentrationen des Enzyms einge-
setzt werden, um in kurzer Zeit einen vollstindigen Reaktionsablauf zu erhalten.
Die Reinheit des Enzyms muss gross sein, damit keine Nebenreaktionen erfolgen.
Mit dem im vorherigen Abschnitt beschriebenen Enzympréparat sind diese Vorauns-
setzungen gegeben. In Fig. 2 ist ein Beispiel fur die Bestimmung von Erythrulose
neben Hydroxypyruvat und Glycolaldehyd wiedergegeben. Zwar reagiert unser
Polyoldehydrogenase-Priparat nicht mit Hydroxypyruvat und Glycolaldehyd,
sicherheitshalber wurden aber diese beiden Substanzen bei unseren Routinetesten
vor der Erythrulose bestimmt: Hydroxypyruvat mit kristallisierter Milchsiure-
dehydrogenase aus Kaninchenmuskel und Glycolaldehyd mit kristallisierter Alkohol-
dehydrogenase aus Hefe wie frither angegeben?.

5

Fructose

o

Erythrulose

AE3ESME L 10 pro 15 sec

50 60 70

-40 -30 -20 -10 o} 10 20 30 40
L/Mol Fructose bzw. Erythrulose

Fig. 1. Michaeliskonstanten fiir Fructose und Erythrulose bei der Umsetzung an Polyoldehydro-
genase mit DPNH. Auswertung nach LINEWEAVER AND BURK!. Zusammensetzung des Test-
systems wie in Tabelle II beschrieben.

Inkubation von Hydroxypyruvat mit verschiedenen Enzymipriparationen

Alle Ansitze wurden bei 28-30° in Citratpuffer, pH 6.8, (Endkonzentration
0.1 M) bzw. in Trishydroxymethylaminomethanpuffer, pH 7.4, (Endkonzentration
0.05 M) durchgefithrt, Inkubationszeit 5 Stunden. Die Proben wurden 5 min bei 80°
erhitzt, nach dem Abkiihlen 3 min bei 2000 X g zentrifugiert und der Uberstand
mit dem enzymatisch-optischen Test bzw. durch Papierchromatographie analysiert.

Angaben tiber die verwendeten Enzyme und Priparate

Pyruvatdecarboxylase wurde aus getrockneter Bierhefe der Ganter-Brauerei
(Freiburg im Breisgau) nach einem frither angegebenen Verfahren'® gereinigt. Kristal-
lisierte Alkoholdehydrogenase wurde aus getrockneter Bickerhefe der Sinner AG.
{(Karlsruhe) nach RACKER!® prépariert. Kristallisierte Transketolase priparierte

Biochim. Biophys. Acta, 40 (1960) 297—-308
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Herr Dr. Buscn in unserem Institut nach den Angaben von SrERE und Mitarbeit
aus getrockneter Backerhefe. Kristallisierte Milchsduredehydrogena i
muskel wurde von der Firma Boehringer (Mannheim) bezcgen,
phatisomerase und o-Glycerophosphatdehydrogenase. Weiter liefer
85 %iges DPN und ca 78 %iges enzymatisch reduziertes DPNH. P
merase und Phosphoketopentoepimerase (“Isomerasegemisch’} wurden at
hefe nach TaBacENIK und Mitarbeiter’ hergestellt. Maceration:
Vorschrift von LEBEDEW! aus getrockneter Bierhefe der Ganter-B;
bereitet; Macerationssaft aus getrockneter Bickerhefe der Sinner AG.
gewannen wir nach der Vorschrift von RACKER!S.
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Fig. 2. Enzymatische Bestimmung von Erythrulose neben Hydroxypyruvat und Gl
Ansatz zum Test: o.y M Tridthanolaminpuffer, pH 7.4; 0.3 mg DPNH: o.015
sierenden Probe. Start mit o.025 mg kristallisierter Milchsduredehydrogen
Reaktion Start mit o.12 mg kristallisierter Hefealkoholdehvdrogenase und
des Glycolaldehyds Start mit 0.18 mg gereinigter Polyoldehvdrogenase. Ge olurmen, 0.4 mi;
d, o.5 cm; Wellenldnge, 306 mu. Als Extinktionskoeffizient fiir DPNI bel 366 mp wurde der
von Honorst™ angegebene Wert benutzt. Die durch Enzymzusatz bewirkten Iixtinktions-
differenzen (mit denen die erhaltenen Ausschliage zu korrigieren sind) wurden durch nochmali
Zasatz des Enzyms nach Reaktionsablauf ermittelt.

colaldehyd.

a1
b\"‘

Hydroxypyruvat wurde nach SPRINSON UND CHARGAFF?? hergesteilt. Glycol-
aldehyd bezogen wir von den Firmen Light (England) und Fluka AG. {(Buchs, 5G
Schweiz). Ebenso wurde Ribose-5-phosphat als Bariumsalz von der Fluka AG.
geliefert. o-Nitrophenylhydrazin wurde aus o-Nitroanilin durch Diazotierung nach
MtrLER und Mitarbeiter® und BiscuLrr* dargestellt. Thiaminpyrophosphat und

2,4-Dinitrophenylhydrazin bezogen wir von der Firma Merck (Darmstadt].

Darstellung der o-Nitrophenylhydrazone als Vergleichssubstanzen fiiv die Papierchroma-
tographue

Hydroxypyruvat, Glycolaldehyvd bzw. Ervthrulose wurden jeweils in wenig
Methanol geldst und in heissem Methanol gelostes o-Nitrophenylhydrazin in geringem
Uberschuss zugefiigt. Nach 1o min Erwidrmen bei 80° fiel beim anschliessenden
Abkithlen das o-Nitrophenylhydrazon aus. Es wurde abgesaugt, it Methanol, dann
mit Ather gewaschen, auf dem Tonteller abgepresst und aus absolutern Athancl

Biochim. Biophys. Acta, 40 (1960
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umkristallisiert. Der Schmelzpunkt des o-Nitrophenylhydrazons von Glycolaldehyd
betrug 116-117°, der des o-Nitrophenylhydrazons von Erythrulose 151°. Zur Gewin-
nung der o-Nitrophenylhydrazone aus den enzymatischen Ansitzen wurden diese
durch Erwirmen auf 80° enteiweisst, mit einem Uberschuss von o-Nitrophenyl-
hydrazin versetzt und 40 min bei 60° erwidrmt. Nach dem Abkiihlen wurde abgesaugt
und wie oben beschrieben, gewaschen und umbkristallisiert. Zur Chromatographie
nach ME1GH2? wurden die o-Nitrophenylhydrazone in wenig 96 %igem Athanol gelést
und auf das Papier aufgetragen.

Definition der in dieser Avbeit benutzten Enzymaktivititseinheiten

Als 1 Einheit wird eine Anderung der Extinktion um 0.00I/min bei 366 mu im
optischen Test mit DPNH bei einem Gesamtvolumen des Testansatzes von 3.0 ml und
einer Schichtdicke von 1 ¢m 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 D 1A HaBa und
Mitarbeitern?® in 0.05 M Trishydroxymethylaminomethanpuffer, pH 7.6, getestet.
Der Ansatz enthielt 8.2 puMole Ribose-5-phosphat, g uMole Magnesiumchlorid,
0.12 pMol Thiaminpyrophosphat, 0.6 mg reduziertes Diphosphopyridinnucleotid und
folgende Hilfsenzyme: Triosephosphatisomerase, a-Glycerophosphatdehydrogenase,
Phosphoriboseisomerase 4 Phosphoketopentoepimerase (‘‘Isomerasegemisch”).

ERGEBNISSE

Pyruvatdecarboxylase decarboxvitert Hydroxypyruvat zu Glycolaldehyd ohne gleichzeitige
Entstehung von Erythrulose

Zum qualitativen Nachweis von Glycolaldehyd neben Erythrulose in Ansitzen
mit Hydroxypyruvat und Pyruvatdecarboxylase benutzten wir fuchsinschweflige
Saure (0.1 % Fuchsin in heissem Wasser gelést und mit SO, bis zur Entfarbung begast).
Durch Zusammenbringen desselben Volumens Fuchsinschwefligsdure-Reagenz und
Probe konnte Glycolaldehyd in Konzentrationen bis herunter zu 2-10=* Mol/l nach-
gewiesen werden. Erythrulose in Konzentrationen bis 1 Mol/l ergab keine Farbreak-
tion. Ansidtze von Hydroxypyruvat mit Pyruvatdecarboxylase ergaben nach Entei-
weissen durch Erhitzen und Versetzen mit dem Reagenz eine starke Farbreaktion.
Auswertung der Farbintensitit von Verdinnungsreihen ergab Glycolaldehydkonzen-
trationen der Gréssenordnung, wie sie aufgrund der enzymatisch-optischen Bestim-
mung von Glycolaldehyd mit Hefealkoholdehydrogenase (vgl. Tabelle IV) zu erwarten
waren.

Nach Dickexs UND WILLIAMSON? ergibt Glycolaldehyd mit Naphtoresorcin in
stark schwefelsaurem Milieu bereits in der Kilte eine griin-gelbe Farbung. Erythrulose
reagiert unseren Messungen zufolge unter diesen Bedingungen nicht. Ansitze von
Hydroxypyruvat mit reiner Pyruvatdecarboxylase ergaben eine positive Naph-
thoresorcinreaktion. Wie beim Test mit fuchsinschwefliger Siure ergab eine halb-
quantitative Auswertung der Farbintensitit Glycolaldehydkonzentrationen in der
Grossenordnung der im optischen Test mit Alkoholdehydrogenase erhaltenen Kon-
zentrationen.

Zur weiteren Identifizierung des Reaktionsproduktes beim Umsatz von Hydroxy-
pyruvat mit Pyruvatdecarboxylase wurden die durch Erhitzen auf 80° enteiweissten
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Ansitze entweder direkt oder nach Uberfithrung der darin enthaltener
verbindungen in o-Nitrophenylhydrazone bzw. 2 4-Dinitrophenvihvdra
MEe1GH?? papierchromatographiert. In Tabelle 11T sind die Fp-W -
Chromatographie erhaltenen Flecke wiedergegeben. Man sieht ai
nach Umsatz von Hydroxypyruvat mit Pyvruvatdecarboxylase
bzw. sein o-Nitrophenylhvdrazon nachweisbar ist, wihrend in An
Macerationssaft aus Bierhefe als Enzymquelle vorwiegend FErvthr
o-Nitrophenylhydrazon gefunden wird. Auf die Ergebnisse mit Macerationssaf
wir im nidchsten Abschnitt zuriickkommen; hier sei festgehalten, dass mit reiner
Pyruvatdecarboxylase im Einklang mit den vorstehend mitgeteil
allein Glycolaldehyd als Reaktionsprodukt aufgefunden wurde.
papierchromatographischen Versuche mit den 2,4-Dinitrophenvliy
fiir eine Unterscheidung von Glycolaldehyd und Erythrulose nicht geeignet, da die
Dinitrophenylhydrazone dieser Verbindungen nicht getrennt werden {vgl. T

ctionen

fritheren

onend waren

TABELLE JII

]‘).],‘A\VERTE VON GLYCGLALDEHYD, ERYIHRULOSE UND HYDROXYPYRUYA'
O-NITROPHENYLHYDRAZONE UND 2,4-DINITROPHENYLHYDRAZON

Methano!®?: Papier:
Ihe Farbe erkannt.
gten Lésang von

ichtbar gemac

Absteigende Chromatographie; mobile Phase: mit Heptan gesittigte
Schleicher und Schiill zo43 b Mgl. Die Phenylhydrazone wurden durch i ;
die freien Carbonylverbindungen wurden durch Besprithen mit einer gesiit
m-Phenylendiamin in absolutem Athanol und 1o min Lrhitzen auf 1107

~Werte s

Rp-Werte nack

handelten Substanzen bz, Uberfichrung in o-Niirn- 951
Isikubationsansdize phenylhydrazone i

Glycolaldehyd (authentische Probe) 0.83 0.77
Erythralose (authentische Probe) .72 .69
Hydroxypyruvat {authentische Probe} 0.57 0.62
Hydroxypyruvat mit Pyruvat-

decarboxylase inkubiert ©0.83 ©.77
Hydroxypyruvat mit Macerationssaft

aus Bierhefe inkubiert 0.72 0.6G

In unserer fritheren Arbeit wiesen wir Glycolaldehyd durch quantitative Reduk-
tion mit DPNH an kristallisierter Alkoholdehydrogenase aus Hefe nach. Wir priiften
nun, ob auch Erythrulose unter diesen Bedingungen reduziert wird. In cinem Ansatz
mit 0.22 M Citratpufier, pH 6.0, 0.6 mg DPNH und einer Endkonzentration von
0.56-1072 M Erythrulose nach Zusatz von 0.3 mg kristallisierter Hefe-Alkoholde-
hydrogenase wurde kein Verschwinden von DPNH beobachtet (Gesamtvolumen
3.0 ml Schichtdicke 1 cm; Wellenlinge 366 mp). Warden dem Ansatz 0.5 pMol
Glykolaldehyd zugesetzt, so fand rasche und quantitative Hydrierung des Glycolal-
dehyds unter Verbrauch von DPNH statt. Der in unserer fritheren Arbeit beschriebene
Verbrauch von DPNH nach Zusatz von Hefealkoholdehydrogenase z

Bildung von Erythrulose zuriickgefithrt werden.

In Tig. 3 ist ein Versuch wiedergegeben, der zeigt, dass die bemn
Hydroxypyruvat mit Pyruvatdecarboxylase entstehende Substanz
DPNH und Alkoholdchydrogenase aus Hefe reduziert wird. Kurve =
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Fig. 3. Quantitativer Umsatz von Hydroxypyruvat mit Pyruvatdecarboxylase zu einer Verbin-

dung, die mit Alkoholdehydrogenase und DPNH reduziert wird. Ansitze zum optischen Test:

o.22 M Citratpuffer, pH 6.0 (Versuche 1 und 2}, bzw. 0.133 M Trishydroxymethylaminomethan-

puffer, pH 8.0 (Versuch 3); 1 mg DPNH; 0.43 uMol Hydroxypyruvat; 0.6 mg kristallisierte

Alkoholdehydrogenase bzw. o.05 mg kristallisierte Milchsduredehydrogenase. Gesamtvolumen:
3.oml; d, 1 cm; Wellenldnge, 366 mpu.

Kontrollkiivette erhalten, in der Alkoholdehydrogenase, DPNH und Pyruvat-
decarboxylase, jedoch kein Hydroxypyruvat enthalten war. Kurve 2 gibt denselben
Versuch mit Zusatz von Hydroxypyruvat wieder. Als Differenz aus den Kurven 1
und 2 errechnet man einen Verbrauch von 0.416 pMol DPNH, der durch den
Umsatz von Hydroxypyruvat mit Pyruvatdecarboxylase bewirkt wurde. Kurve 3
gibt die Austestung des eingesetzten Hydroxypyruvats mit DPNH und kristallisierter
Milchsduredehydrogenase aus Kaninchenmuskel wieder. Aus der DPNH-Abnahme
berechnet man 0.4z pMol Hydroxypyruvat im Ansatz. Da der DPNH-Verbrauch
im Versuch mit Pyruvatdecarboxylase ebenso gross war wie der DPNH-Verbrauch
durch Reduktion von Hydroxypyruvat mit Milchsiuredehydrogenase, beweist dieser
Versuch, dass beim Umsatz von Hydroxypyruvat mit Pyruvatdecarboxylase in
stéchiometrischer 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 frither von uns formulierte Gleichung (1) be-
stitigt ist.

Entstehung von Evythrulose aus Hydroxypyruvat

Im Kapitel METHODEN beschreiben wir einen enzymatisch-optischen Test fiir
Erythrulose mit Polyoldehydrogenase aus Hammelleber. Das gereinigte Enzym
reagiert nicht mit Hydroxypyruvat und Glycolaldehyd. Da Hydroxypyravat mit
DPNH und Milchsiuredehydrogenase aus Kaninchenmuskel und Glycolaldehyd
mit Hefe-Alkoholdehydrogenase bestimmt werden kann, ist eine schnelle und spezi-
fische Nebeneinanderbestimmung dieser 3 Substanzen im enzymatisch-optischen
Test méglich (vgl. Fig. 2). Wir haben mit dieser Methode Ansitze von Hydroxy-
pyruvat mit verschiedenen Enzympriparationen analysiert. Die Ergebnisse sind in
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Tabelle IV wiedergegeben. Aus Versuch 1 sieht man, dass im Einkia
vorherigen Abschnitt dargesteliten Versuchsergebnissen bei Eius
Pyruvatdecarboxylase nur S pul en von Erythrulose neben viel Giyeolals
weisbar sind. Da mehr als 99 " des ngeset/fm HVdmxypyJ uvats umge
davon jedoch nur 57 Mol
sind 43 % des Hydroxypyruvats zu einer Subqtanz
worden, die in unserem optischen Test nicht erfasst w
welche Substanzen es sich handelt. Setzt man als Enzquuclh:
aus Bierhefe ein (Tabelle IV, Versuch 2), so entstehen neben Gl
Jiche Mengen Erythrulose. Wir nelkmen an, dass die Entstehun;
das Zusammenwirken von Pyruvatdecarboxylase und Transketolase zurfickzufiihren
ist, wie in den Gleichungen (3), (4) und (5) der Einleitung wieder, de. Dafiir
spricht, dass ein Macerationssaft aus Bickerhefe, der im Vergieich zum Maces 2hon-~
saft aus Bierhefe wenjg Pyruvatdecarboxylase und viel Transketolase enthilf, di
Entstehung von Ervthrulose auf Kosten von Glycolaldehyd noch mehr
(Tabelle IV, Versuch 3j. In diesem Versuch wurden nur 67 % des e
droxypyruvats umgesetzt, da die geringe Pyruvatdecarboxy
Bickerhefeextraktes nur einen Jangsamen Hydroxypyruvat-Ums:
den HydroxypyrummmSatz einleitende und in seiner Geschwindi
Reaktion ist demnach die Decarboxyvlierung zu Glycolaldehyd.
entstandenen Glycolaldehyd weiter geschieht, entscheidet die anwesende
ketolase. Ist keine Transketolase vorhanden (Versuchsreshe 1}, so bieibt der H
des Glycolaldehyds liegen und der Rest wird zu Produkten weiter verdnde

oder zu ‘:ubf tanzen}

en wi

w as it dem 20

TABELLE IV
UMSETZUNG VOX HYDROXYPYRUVAT MIT VERSCHIEDENEN ENZVMPRAPARATEN

Inkubation und Gewinnung der Proben wie unter METHODREN UND PRAPARA
titseinheiten der Enzvmpriparate/mg Protein: gereinigtc Pyruvatdecs
kristallisierte Transketolase ({o0.23-10%), Bierhefe-Macerationssaft
0.24-10%, Bickerhefe-Macerationssaft — (Pyruvat-decarboxylase: o0.01
0.004 - 10%). Definition der Aktivititseinheiten siehe METHODEX UND PRAPAX
reiben 1~-3 wurden in Citratpuffer, pH 6.5 (Endkonzentration o.1 M}, die Ver

Aol %, bmm./ auf eingeseizic JFOT
Versuchsreihe Ensympriparal T e
Glyeolaldchyd Erythrulase®

1 Gereinigte Pyrus 55 z 57 0.2
decarboxylase

2 Macerationssaft (Bierhefej 13 84 sy I

3 Macerationssaft Pdckelhcfr‘) 2 G4 G 53

4 Gereinigte Pyruva 16 86 Tz 3
decarboxvlase und
kristallisierte Transketolase

5 IKristallisierte Transketolase 4 13 i

6 Kristallisierte Transketolase: Qo

Glyeolaldehyd zugesetzt

* Bei der Auswertung der Versuchsreiben 1-5 wurde je 1 Mol im Ansatz
thrulose mit einem Verbrauch von z Molen Hyvdroxypyruvat gleichgesetzt (v
Beim Versuch 6 wurde je 1 Mol im Ansatz analysierter
1 Mol Hydroxypyruvat gleichgesetzt, da hier Glycolaldehye
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in unserem kombinierten enzymatisch-optischen Test nicht erfassen kénnen. 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-
reaktionen zu Produkten, die von unseren optischen Testen nicht erfasst werden,
fallen bei Anwesenheit von Transketolase nur wenig ins Gewicht. Dies ist wohl so zu
erkliren, dass bei diesen Versuchen (Versuchsreihen 2, 3 und 4) Transketclase Glycol-
aldehyd rasch weiter umsetzt und damit den Nebenreaktionen entzieht.

Durch Zusatz von kristallisierter Transketolase zu gereinigter Pyruvatdecar-
boxylase (Versuchsreihe 4) kénnen die Verhiltnisse in Extrakten aus Bierhefe und
Bickerhefe imitiert werden. Da bei diesem Versuch reine Enzyme eingesetzt wurden,
ist damit das Funktionieren der in den Gleichungen (3), (4) und (5) postulierten
Reaktionsfolgen bewiesen.

Wie zu erwarten, entstehen bei Einsatz von reiner Transketolase nur geringe
Mengen Glycolaldehyd und Erythrulose (Versuchsreihe 5). Dies ist darauf zuriick-
zufithren, dass die Transketolase noch in geringem Masse mit Pyruvatdecarboxylase
verunreinigt ist. DE 1A HaBa und Mitarbeiter®® zeigten, dass Hydroxypyruvat an
reiner Transketolase bei Gegenwart von zugesetztem Glycolaldehyd als Acceptor-
aldehyd umgesetzt wird. Im Einklang damit beobachtet man bei Inkubation von
reiner Transketolase m't Hydroxypyruvat unter Zusatz von tberschiissigem Glycol-
aldehyd (Versuchsreihe 6) fast vollstindige Uberfithrung von Hydroxypyruvat in
Erythrulose.

DISKUSSION

Da fiir die in der vorliegenden Arbeit beschriebene Uberfiihrung von Hydroxy-
pyruvat in Erythrulose neben der universell verbreiteten Transketolase Pyruvat-
decarboxylase benotigt wird, kann diese Reaktion nur in pyruvatdecarboxylase-
haltigen Zellen, also in Pilzen, gewissen Bakterien und Pflanzen verifiziert sein. Ob
die Reaktion in diesem Material in bedeutungsvollem Umfange stattfindet, diirfte
massgebend von der stationdren Hydroxypyruvat-Konzentration abhingen. Vir-
TANEN und Mitarbeiter®: 2 wiesen in pflanzlichen Geweben Hydroxypyruvat nach.
Auch wir?” konnten in fritheren Untersuchungen mit einem enzymatisch-optischen
Test zeigen, dass Hydroxypyruvat in Griser-Choleoptilen in einer Konzentration
von etwa 10~% Mol/l vorliegt. Es ist demnach damit zu rechnen, dass in Hefen und
hoheren Pflanzen tatsichlich eine Erythrulose-Bildung aus Hydroxypyruvat statt-
findet.

Méglichkeiten fiir die Synthese von Hexosen aus Erythrulose unter Beteiligung
von Transketolase und Transaldolase wurden von DickeNs? diskutiert. Nach DICKENS
ist demnach ein Ubergang von Hydroxypyruvat in Hexosen in Betracht zu ziehen.

ZUSAMMENFASSUNG

1. Die g6fache Anreicherung von Polyoldehydrogenase aus Hammelleber wird
beschrieben. Dieses Praparat reduziert mit DPNH folgende Verbindungen nicht:
Pyruvat, Hydroxypyruvat, «-Ketoglutarat, Acetaldehyd und Glycolaldehyd. Triose-
phosphat wird nur sehr langsam reduziert. Da Erythrulose rasch und vollstindig
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reduziert wird, kann diese Ketose enzymatisch-optisch ohne Stérung durch die andern
genannten  Carbonylverbindungen aufgrund des DPNH-Verbrauches hestimmt
werden.

2. Inkubiert man Hydroxypyruvat mit gereinigter Pyruvatdec
Hefe, so findet Decarboxvlierung zu Glycolaldehvd ohne gleichzes
Erythrulose statt. Glycelaldehyd wird in diesen Ansitzen mit Farb
enzymatisch-optische Bestimmung mit Alkoholdehydrogenase
chromatographie der o-Nitrophenylhydrazone, sowie der freien
gewiesen und von Ervthrulose unterschieden.

3. Inkubiert man Hydroxypyvruvat mit Pyruvatdecarboxyiase und Trans-
ketolase, so entsteht neben Glycolaldehyd Erythrulose, Das Mengenverhiitnis von
Glycolaldehyd zu Erythrulose hingt vom Konzentrationsverhilinis der beiden
Enzyme ab.

4. Die Bildung von Erythrulose aus Hydroxvpyruvat kann in Geweben, die
Hydroxypyruvat bildende Enzymsysteme, Pyruvatdecarboxylase und isketol
enthalten, biologisch bedeutsam sein.

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die Unterstiitzu g unserer
Arbeiten im Rahmen des Schwerpunktprogrammes Biochemie. Der Sinner AG
(Karlsruhe) und der Ganter-Brauerei (Freiburg) danken wir fiir die sterﬁc’: Ulher-
lassung von Bickerhefe und Bierhefe.
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