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S U M M A R Y  

On the mechanism of phosphoketolase 
II. Conversion of "thiamine pyrophosphate activated glyeolaldehyde" 

2- (I,2-Dihydroxyethyl) -thiamine pyrophosphate ("thiaminepyrophosphate-aetivated 
glycolic aldehyde"), isolated from an incubation mixture of hydroxypyruvate and 
thiamine pyrophosphate with a preparation of pyruvate oxidase from pig-heart 
muscle, is incubated with purified phosphoketolase (D-xylulose-5-phosphate D- 
glyceraldehyde-3-phosphate-lyase (phosphate-acetylating), EC 4.i.2.9), from Lacto- 
bacillus plantarum. In the presence of orthophosphate aeetyl phosphate is formed, 
whereas in the presence of ferricyanide the reaction product is glycolic acid. 

The acetyl phosphate is identified by comparison with authentic acetyl phosphate 
in high voltage electrophoresis and, after cleavage with hydroxylamine, by comparison 
with authenthic acetylhydroxamic acid in paper chromatography. 

The reaction rate of "thiamine pyrophosphate-activated glycolic aldehyde" is about 
i oo times smaller than that of xylulose 5-phosphate, fructose 6-phosphate, or hydro xy- 
pyruvate. 

The possible role of "thiamine pyrophosphate-activated glycolic aldehyde" and 
its reaction product acetylthiamine pyrophosphate as intermediates in the phospho- 
ketolase-catalyzed reaction is discussed. 

EINLEITUNG 

In der ersten Arbeit dieser Reihe zeigten wir 1, dass alle bisher bekannten Substrate 
der Phosphoketolase (D-Xylulose-5-phosphat:D-Glyceraldehyd-3-phosphat-lyase 
(phosphat-acetylierend), EC 4.1.2.9) aus Lactobacillus plantarum (Xylulose-5- 
phosphat, Hydroxypyruvat, Fructose 6-phosphat) in ein-er streng TPP-abh~ngigen 
Reaktion mit Ferricyanid zu Glycols~ure oxydiert werden. Dieser Befund weist 
darauf hin, dass eine Verbindung von Glycolaldehyd mit TPP ("TPP-aktivierter 

Abkt~rzungen:  Ace ty l -P  -- A c e t y l p h o s p h a t ;  D H E T P P  = 2 - ( i , 2 -DihydroxyXthy l ) - th i amin-  
p y r o p h o s p h a t ;  P e n t - 5 - P  = Pentose  5 -phospha t  ; TMP = T h i a m i n m o n o p h o s p h a t ;  T P P  ~ Thia-  
m i n p y r o p h o s p h a t .  
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Glycolaldehyd*") ein Zwischenprodukt der Phosphoketolasereaktion ist. Dieses 
Zwischenprodukt wird bei Anwesenheit yon Orthophosphat zu Acetyl-P weiter- 
ver~ndert, w~thrend es mit Ferricyanid zu Glycolyl-TPP oxydiert und weiter mit 
Wasser zu Glycols~ure hydrolysiert wird. Die Struktur des aus Ans~ttzen mit Pyruvat-  
oxydase-System aus Schweineherzmuskel isolierten "TPP-aktivierten Glycolaldehyds" 
konnte als D H E T P P  aufgekl~irt werden 4. Eventuell ist die Substanz identisch mit 
dem in vorl~tufigen Mitteilungen yon KRAMPITZ et al. 5 erw~hnten Syntheseprodukt 
aus T P P  und 2 Molektilen Formaldehyd. Dutch Umsatz von Hydroxypyruvat  und 
T P P  mit einem Enzympr~.parat aus Schweineherzmuskel kann "TPP-aktivierter  
Glycolaldehyd" in gr6sserer Menge gewonnen werden s. In der vorliegenden Arbeit 
zeigen wir, dass der so erhaltene "TPP-aktivierte Glycolaldehyd" an Phosphoketolase 
bei Gegenwart von Orthophosphat in Acetylphosphat fibergeht und bei Gegenwart 
von Ferricyanid zu Glycols~ure oxydiert wird. Er liefert daher die gleichen End- 
produkte, wie did in unserer vorhergehenden Arbeit studierten Substrate der Phospho- 
ketolasereaktion ~. Wir sehen in diesen Versuchen einen weiteren Hinweis darauf, 
dass "TPP-aktivierter  Glycolaldehyd" ein Zwischenprodukt der Phophoketolase- 
reaktion ist. 

PRAPARATE .UND METHODEN 

Priiparate 

Thiamin, TMP und TPP  wurden v o n d e r  Firma E. Merck AG., Darmstadt, 
Barium Rib-5-P v o n d e r  Firma C. F. Boehringer und Soehne, Mannheim, Lithium- 
acetyl-P v o n d e r  Sigma Chemical Company, St. Louis, Mo. (U.S.A.), I),L-[3-~*C]Serin, 
spezifische Aktivit~tt 2,5" lO 6 Imp./min pro #Mol von The Radiochemical Centre, 
Amersham und D-Aminos~ureoxydase (l)-Aminos~ure :02-oxidoreductase (deami- 
nierend), EC 1.4.3.3), spezifische Aktivitiit 15 E pro mg Protein, v o n d e r  Worth- 
ington Biochemical Corporation, Freehold, N. J. (U.S.A.), bezogen. Pyruvatoxydase- 
system aus Schweineherz wurde nach SCRIBA UND HOLZER 7 und Lithium Hydro- 
xypyruvat  nach DICKENS UND WILLIAMSON 8 gewonnen. Acethydroxams~ure wurde 
aus ~quimolaren Mengen von Essigs/iure-anhydrid und Hydroxylamin hergestellt. 

Pri iparat ion yon 2 - [ 1 4 C ] D H E T P P  und  yon D H E T P P  

[2-14CIDHETPP wurde nach der von DA FONSECA-WOLLHEIM et al. e angegebenen 
Methode durch oxydative Desaminierung von n,L-[3-14C]Serin mit D-Aminos~ture- 
oxydase und Umsetzung des entstehenden [3-14C]Hydroxypyruvates mit Pyruvat-  
oxydase-System aus Schweineherz gewonnen. In folgenden Punkten wurde yon der 
angegebenen Methodik abgewichen: Es wurden 37 mg D-AminosXureoxydase ein- 
gesetzt. Nach .~quilibrieren des Inkubationsansatzes mit dem Enzym wurde die 
Reaktion mit D,L-[3-14C]Serin gestartet. Nach IiO min wurde mit o.I N HC1 gestoppt 
und auf ein pH von 5.9 eingestellt. Nach Ausf~llen des Proteins mit IO ml 96% igem 

* In  unseren bisherigen Arbeiten fiber TPP-akt ivier te  Aldehyde sprachen wir von "ak t ivem 
Acetaldehyd",  " ak t ivem Glycolaldehyd" etc.. Vor kurzem ist nun  ein an TPP-akt iv ier te r  Form-  
aldehyd synthet isch ~ bzw. aus Enzymansi i tzen s zugAnglich geworden. Es ist daher  zweckmAssig, 
um Verwechslungen mit  "ak t ivem Formaldehyd"  zu vermeiden, der an TetrahydrofolsAure 
gebunden ist, von "TPP-ak t iv ie r ten  Aldehyden"  bzw, "Tetrahydrofolsi iure-akt ivier ten Alde- 
hyden"  zu sprechen. 
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)~thanol und zweimaligem Waschen des Niederschlages mit 2 ml Athanol wurden die 
vereinigten Llberst~tnde auf 3.o ml eingeengt. Nach Bestimmung mit Lactatdehydro-  
genase (L-Lactat: NAD oxydoreductase, EC 1.1.1.27) im optischen Test wurde das 
gebildete Hydroxypyruva t  weiter mit dem Pyruvatoxydase-System umgesetzt. 
[2-14C]DHETPP wurde durch Ionenaustauschchromatographie an einer Dowex-2Xio 
S~ule (H6he 40 cm, Durchmesser 2.1 cm, Chlorid-Form, 200 - 400 mesh) nach einem 
Vorlauf von 240 ml HzO durch Elution mit 2 mM HC1 gewonnen. [2-14C]DHETPP 
wurde papierelektrophoretisch und chromatographisch identifiziert. Das Prfiparat 
enthielt 80% [2-14C]DHETPP und 20% TPP, berechnet aus dem Thiamingehalt und 
der spezifischen Radioaktivit~it. 

Nicht markiertes D H E T P P  wurde aus Li thiumhydroxypyruvat  mit dem 
Pyruvatoxydase-System hergestellt ". 

A1 

A2 

Start  

1 

I ~ hyd~o×~a~ ] B1 

B~ 

Fig. i. Pap ie rchromatogramme und Elek t ropherogramm von Ans~tzen mit  Phosphoketolase und 
[.14C]DHETPP. AI: Chromatographie  von D H E T P P ,  TPP,  TMP, Thiamin und Acetyl-P in 
Athanol -Aceta t .  Ae: Chromatographie  eines Ansatzes von Phosphoketolase mit  [x4C]DHETPP 
in Athanol  Acetat. Registrierung der Radioaktivit~tt mit  dem Radiopapierchromatographen.  
Der Versuchsansatz  enthielt  in einem Gesamtvolumen yon 0.6 ml: 4 ° ~Mote S6rensen-Phosphat-  
Puffer (pH 6.o), I #Mol MgC12, 0.28/~Mol [14C]DHETPP, 1.8 Ing Phosphoketolase,  spez. Akti- 
vit~t o.13. Nach 3 ° rain Inkubat ion  bei 37 ° wurde mit  7 ml abs. Athanol abgestoppt .  Nach zwei- 
stiindigem Stehen bei 4 ° wurde das ausgefXllte Protein abzentrifugiert .  Der Niederschlag wurde 
zweimal mit  9o ~/o Athanol gewaschen. Die vereinigten ~bers t~nde  wurden im Vakuum auf  o.2 ml 
eingeengt und zur Chromatographie  aufgetragen. BI: Chromatographie  von AcethydroxamsXure 
in wasserges~ittigtem n-Butanol .  B2: Chromatographie  der Hiilfte des Gipfels I I I  des Chromato-  
g ramms  A 2 naeh Versetzen mit  Hydroxy lamin  in wasserges~tt igtem n-Butanol,  lRegistrierung 
der Radioaktiviti~t. CI: E lek t ropherogramm von Acetyl-P. C 2:Elektropherogramm der 2. H~tlfte 
des Gipfels I I I  des Chromatogramms A 2 nach Elut ion mit Wrasser. Registr ierung der Radioakti-  
vitXt. Experimentel le Einzelheiten siehe PRAPARATE UND METHODEN. 
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Bestimmung und Isolierung von A cetyl-P 

Die Acetyl-P-Bestimmung erfolgte nach der frfiher 1 angegebenen Methode. Zur 
Isolierung von Acetyl-P wurden die enteiweissten und eingeengten Inkubations- 
ans~ttze in dem von COHEN et al. 9 angegebenen Fliessmittel 14 Stunden, absteigend 
bei 25 ° auf Schleicher und Schfill Papier Nr. 2o43b Mgl chromatographiert. Es 
traten 4 Gipfel auf (Fig. I, Teil A): Thiamin, TMP und TPP  wurden im Ultraviolett- 
licht lokalisiert; Acetyl-P wurde nach Besprtihen mit 2 M Hydroxylamin (pH 5.8), 
Trocknen und Besprfihen mit einer 5%igen L6sung von FeCI~ in Methanol als Acet- 
hydroxams~ure nachgewiesen. Der [2-14C]Acetyl-P-Gipfel wurde mit H~O eluiert, 
das Eluat zur Trockene eingeengt und tier Rfickstand in 0.2 ml H,O aufgenommen. 
Die H~lffe wurde mit o.I ml 2 M NH2OH (pH 5.8) vermischt, nach IO min Stehen 

T A B E L L E I  

BILDUNG VON [ I * C ] A c E T Y L - P  AUS [~4C]DHETPP AN PHOSPHOKETOLASE 

Die AnsXtze en th i e l t en  in  e inem G e s a m t v o l u m e n  von  o.61 ml:  4 ° #Mole S6rensen-Phospha t -Puf fe r  
(pH 6.0), i #Mol MgClz, o.14 bzw. 0.28 #Mol  [ I*C]DHETPF,  1.8 mg Phosphoke to lase  (Pdbose- 
phospha t - i somera s e  und  R i b u l o s e p h o s p h a t - e p i m e r a s e  en tha l t end) ,  spez. Aktivi t~. t  o . i  3. Es  wurde  
bei  37 ° i n k u b i e r t  und  nach  der  jeweils  angegebenen  Zei t  m i t  7.0 ml  a b s . . ~ t h a n o l  abges topp t .  

Wei te re  A ufa r be i t ung  siehe PRAPARATE UND METHODEN. 

A cetyl-P gefunde~ 
Dauer (Imp.[min x ~o s) 

[t4C]DHETPP der 
eingesetzt 

(Imp.]min x xo 3) Inkubation Als Acet- (rain) Elekt~'o- Ins- 
phorese hydroxam- gesamt 

s~ure 

28 3 ° o.8 o. 7 1.5 
28 6o 1.4 I.O 2. 4 
56 3 ° 1-5 1.2 2. 7 

bei Zimmertemperatur zur Trockene eingeengt und dreimal mit 2 ml absolutem 
Athanol gewaschen. Es wurde vom Unl6slichen abzentrifugiert, die Oberst~nde 
wurden vereinigt, auf o. I ml eingeengt und zur Chromatographie in wasserges~ttigtem 
n-Butanol auf Whatman-Papier  Nr. I, gewaschen mit Ameisens~ure und Versen, 
absteigend 16 h chromatographiert. (Fig. I, Teil B). Die Acethydroxamsiiure wurde 
durch Besprfihen mit FeC13-L6sung lokalisiert und nach Elution mit H20 auf 
Aluminiumpliittchen in unendlich dtinner Schicht ausgezXhlt (siehe Tabelle I). Die 
2. H~ilfte des in H20 aufgenommenen [2-1*C]Acetyl-P-Gipfels wurde auf 0.02 ml ein- 
geengt und zur Hochspannungselektrophorese (38.5 V/cm, Laufzeit 9 ° rain bei 4 °) 
auf Schleicher und Schiill Papier Nr. 2o43b Mgl aufgetragen (Fig. I, Teil C). Der 
Gipfel an der Acetyl-P-Stelle wurde eluiert, eingeengt und die Radioaktivit/it auf 
AluminiumschXlchen in unendlich dtinner Schicht ausgez~ihlt (siehe Tabelle I). Zur 
Z~ihlung und Registrierung der Radioaktivit~t dienten die friiher 1 angegebenen Ger~te. 

Gewinnung des Bakterienextraktes 

Die Zfichtung der Bakterien erfolgte wie frfiher angegeben 1. 3 g Bakterienpaste 
wurden mit 7-5 g Alcoa, Typ A-3oI (Alumina Corporation, Philadelphia, Pa.) IO min 
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bei 4 ° im M6rser zerrieben. Die z~ihfliissige Suspension wurde in Wasser aufgenommen 
und zweimal mit Wasser auf der Zentrifuge gewaschen. Das Volumen der vereinigten 
13berst~inde (Rohsaft) aus 3 g Bakterienpaste betrug ca. 3o ml. Die Anreicherung der 
Phosphoketolase erfolgte wie frtiher angegeben 1. 

ERGEBNISSE 

Aus [3-14ClHydroxypyruvat mit dem Pyruvatoxydase-System gewonnener "TPP-  
aktivierter Glycolaldehyd" wurde mit gereinigter Phosphoketolase aus Lactobacillus 
plantarum und Orthophosphat inkubiert. Es wurde mit Alkohol enteiweisst und der 
fdberstand chromatographiert. Teil A 2 von Fig. I gibt die Verteilung yon Radio- 
aktivit~it auf dem Papierchromatogramm wieder. Durch Vergleich mit den in Teil A 1 
aufgezeichneten Positionen von authentischen Vergleichssubstanzen sieht man, dass 
neben nicht umgesetztem [14Cl-markiertem "TPP-aktiviertem Glycolaldehyd" 
(Gipfel I) radioaktiver "TMP-aktivierter Glycolaldehyd" (Gipfel II), [14C]Acetyl-P 
(Gipfel III)  und eventuell E14C3-markierter "Thiamin-aktivierter Glycolaldehyd" 
(Gipfel IV) auftreten. Um Gipfel I I I  weiter als Acetyl-P zu identifizieren, wurde dieser 
Bereich aus dem Chromatogramm A 2 eluiert. Die H~ilfte des Eluates wurde mit 
Hydroxylamin behandelt und im Vergleich mit authentischer Acethydroxamsfiure 
chromatographiert (vgl. B 1 und B 2 in Fig. I). Die andere H~tlfte wurde im Vergleich 
mit authentischem Acetyl-P der Elektrophorese unterworfen (vgl. C 1 und C 2 in Fig. I). 
Man sieht aus der gleichen Lage yon Radioaktivit~it und authentischer Vergleichs- 
substanz, dass Gipfel III  in Chromatogramm A 1 [14QAcetyl-P zugrunde liegt. 

In Tabelle I sind die Radioaktivit~itsausbeuten mehrerer Ans~ttze von [14C l- 
markiertem, "TPP-aktiviertem Glycolaldehyd" mit Phosphoketolase und Ortho- 
phosphat nach Auftrennung der Acetyl-P-Fraktion durch Chromatographie bzw. 
Elektrophorese entsprechend Fig. i wiedergegeben. Wie zu erwarten, nimmt die 
Ausbeute bei Verl~ingerung ber Inkubationszeit zu und Verdopplung des Einsatzes 
an "TPP-aktiviertem Glycolaldehyd" ffihrt zu ann~ihernder Verdopplung der Radio- 
aktivit~it im Acetyl-P. Ein Kontrollversuch unter sonst gleichen Bedingungen, jedoch 
ohne Enzym, ergab keine Radioaktivitfit im Bereich von Gipfel III  bei Chromato- 
graphie entsprechend Teil A 2 in Fig. I. Wie zu erwarten, ist die Radioaktivit~itsausbeute 
in der [laC]Acethydroxams~iure etw~t gleich wie im [14C]Acetyl-P, wenn man die 
Acetyl-P-Fraktion des ersten Chromatogramms (Gipfel III  in Teil A v o n  Fig. I) je 

T A B E L L E  I I  

VERGLEICH DER ACETYL-P-BILDUNG AUS PENT-5-P UND D H E T P P  

Die Versuchsansiitze enthielten in einem Gesamtvolumen yon 0.6 ml: 4 °/*Mole S6rensen-Phos- 
phat-Puffer  (pH 6.o), 4/*Mole Rib-5-P bzw. D H E T P P ,  I/~Mol MgC12, 240 #g Phosphoketolase 
(Ribosephosphat- isomerase und Ribulosephosphat-epimerase  enthaltend) sowie in den Versuchen 

mit  Pent -5-P 0.2/tMol TPP.  Es wurde 3 ° rain bei 37 ° inkubiert.  

Substrat Enzymmenge A cetyl-P gebildet 
(~g) (l~Mol) 

Pent-5-P 240 0.95 
D H E T P P  240 <0.03 
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zur H~tlfte zur Rechromatographie entsprechend Teil B von Fig. I bzw. zur Elektro- 
phorese entsprechend Teil C in Fig. I aufteilt. 

Bei den in Tabelle I beschriebenen Versuchen betr/igt die RadioaktivitXtsaus- 
beute im Acetyl-P etwa 5-1o% des eingesetzten "TPP-aktivierten Glycolaldehyds". 
Da ffir die Versuche sehr hohe Konzentrationen an Phosphoketolase benutzt wurden 
(1.8 mg Protein pro o.61 ml Ansatz) war schon hieraus zu ersehen, dass die Umsatz- 
geschwindigkeit des "TPP-aktivierten Glycolaldehyds" relativ klein ist. Tabelle II 
zeigt, dass die Geschwindigkeit der Acetyl-P-Bildung aus "TPP-aktiviertem Glycol- 
aldehyd" weniger als 3% derjenigen aus Pent-5-P (Ribosephosphat-isomerase (D- 
Ribose-5-phosphat Ketol-isomerase, EC 5.3.1.6) und Ribulosephosphat-epimerase 
(D-Ribulose-5-phosphat 3-epimerase, EC 5.1.3.1) Gleichgewichtsgemisch) betr~gt. 
Auch die Reduktion von Ferricyanid (vgl. Tabelle III) erfolgt mit "TPP-aktiviertem 

T A B E L L E  I I I  

VERGLEICH DER FERRICYANID-REDUKTION DURCH PENT-5-P UND D H E T P P  
AN PHOSPHOKETOLASE 

Die Ans~tze enthielten in einem Gesamtvolumen yon o.6 ml: 4o~Mole Citratpuffer (pH 6.o), 
I/IMol MgCl2, o.o 3 ~Mol Ferricyanid, 4 ~Mole Rib-5-P bzw. 4/~Mole DHETPP, in den Versuchen 
mit Pent-5-P o.2/iMo| TPP sowie die jeweils angegebene Enzymmenge (Ribosephosphat-iso- 
merase und Ribulosephosphat-epimerase entha|tend). Es wurde io min bei 37 ° inkubiert, Die 
IReaktion wurde mit o.06 ml 5o-%iger Trichloressigs~ure abgestoppt, l~aeh Abzentrifugieren des 

ausgef~llten Proteins wurde die Absorption im ~Jberstand bei 4o5 m/~ gemessen. 

Substrat Enzymmenge AA 4o~ ml~/io rain 
(l~g) 

P e n t - 5 - P  122 o.29o 
D H E T P P  122 < o .o o i  
D H E T P P  198o o.o18 

Glycolaldehyd" fiberaus langsam im Vergleich zu Pent-5-P als Substrat. Erst mit sehr 
hohen Konzentrationen an "TPP-aktivier tem Glycolaldehyd" war eine exakt mess- 
bare Ferricyanidreduktion nachzuweisen. 

D I S K U S S I O N  

Einen relativ zu den eigentlichen Substraten sehr langsamen Umsatz des intermedi~r 
entstehenden TPP-Derivates haben wir bereits beim Studium des Umsatzes von 
"TPP-aktiviertem Acetaldehyd" an verschiedenen Enzymen beobachtet. In frfiheren 
Arbeiten diskutierten wirl°, n verschiedene Erkl~rungsm6glichkeiten hierftir. Eine 
M6glichkeit besteht darin, dass das mit dem Aldehyd beladene TP P  in einer lang- 
samen, geschwindigkeitsbestimmenden Reaktion mit dem Apoenzym rekombiniert. 
Eine zweite M6glichkeit besteht darin, dass die Abdissoziation des TPP  vom Enzym- 
protein nach Abgabe des Aldehyds geschwindigkeitsbestimmend langsam erfolgt. 
Die letztgenannte M6glichkeit wird von RACKER 1~ ffir die wahrscheinlichste gehalten. 

Ffir den I~bergang des "TPP-aktivierten Glycolaldehyds" in Acetyl-P ist der 
folgende Mechanismus in Betraeht zu ziehen (vgl. Ref. I): 
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--HzO + HPO42 
C H 2 O H 4 2 H O H - - T P P  - > C H 2 = C O H  T P P ~  C H a - C O  T P P  

- T P P  
~- C H a - C O  OPOa =- 

Zwar ist es bisher nicht gelungen, mit  Hydroxylamin eine energiereich an TPP  
gebundene Acetylgruppe abzufangen13,14, jedoch haben sich bisher keine experimentel- 
len Hinweise fiir einen anderen Reaktionsweg ergeben. Der Befund von GOLDBEI~G 
UI~D RACKER ~5, wonach beim Umsatz  von Pent -5-P  in [*H]H20 nur ein al l-Atom im 
Acetyl-P auftritt,  scheint dem oben formulierten Reaktionsablauf zu widersprechen. 
Man sollte n/imlich bei Gleichgewichtseinstellung zwischen I -Hydroxyv iny l -TPP und 
AcetyI-TPP einen vollstiindigen Austausch aller drei H-Atome an der CHa-Gruppe 
mit aH erwarten. Man kann jedoch verstehen, dass nur ein aH in der CHa-Gruppe 
auftritt,  wenn man annimmt, dass das aus I -Hydroxyv iny l -TPP entstehende 
Acetyl-TPP sehr rasch weiterver~ndert wird, so dass sich das Gleichgewicht dieser 
Tautomerisierung nicht einstellt. Eine sehr rasche Weiterver/inderung des Acetyl-TPP 
zu Acetyl-P wird auch durch die vergeblichen Bemtihungen nach Zusatz von NH2OH, 
Acetylhydroxams/iure zu fassen~3, ~4, nahegelegt. Zudem ist eine sehr rasche Weiter- 
verSnderung und damit  eine tiberaus geringe station/ire Konzentration des Acetyl- 
TPP  deshalb zu erwarten, weil, den Versuchen yon BRESLOW UND MCNELIS ~6 sowie 
WHITE UND INGRAHAM m~ mit  2-Acyl Thiazolen zufolge, Acetyl-TPP iiberaus hydro- 
lyseempfindlich sein dtirfte. Eine quantitat ive Uberfiihrung der Substrate der 
Phosphoketolasereaktion mit Orthophosphat in Acetyl-P ohne Verluste durch 
Hydrolyse, d.h. ohne Auftreten yon Acetat, kann daher nur erfolgen, wenn das 
inter-nedi/ir entstehende Acetyl-TPP sehrraschweiterverfindert wird.Wahrscheinlich 
ist es die Aufgabe des Proteinanteils in der Phosphoketolase, ausser der Steigerung 
der Reaktivit~it des C-2 im Thiazolring von T P P  die Hydrolyse von Acetyl-TPP durch 
rasche Reaktion mit Orthophosphat zu dem relativ stabilen Acetyl-P zu verhindern. 
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ZUSAMMENFASSUNG 

Durch Umsatz von Hydroxypyruva t  mit  Thiaminpyrophosphat  an einem Pyruva t -  
oxydase-Pr~iparat aus Schweineherzmuskel gewonnenes 2-(i ,2-Dihydroxy~thyl)-  
thiaminpyrophosphat  ("Thiaminpyrophosphat-aktivierter  Glycolaldehyd") wird an 
gereinigter Phosphoketolase aus Lactobacillus planlarum bei Gegenwart von Ortho- 
phosphat zu Acetylphosphat und bei Gegenwart yon Ferricyanid zu GlycolsSure um- 
gesetzt. Das mit  Orthophosphat gebildete Acetylphosphat wurde durch Hoch- 
spannungselektrophorese im Vergleich mit  authentischem Acetylphosphat sowie nach 
Zerlegung mit Hydroxylamin durch Papierchromatographie im Vergleich mit 
authentischer Acethydroxams~iure identifiziert. Die Reaktionsgeschwindigkeit des 
"Thiaminpyrophosphat-aktivierten Glycolaldehyds" ist um etwa 2 Zelmerpotenzen 
kleiner als diejenige yon Xylulose 5-phosphat, Fructose 6-phosphat und Hydroxy-  
pyruvat .  Es wird diskutiert, ob "Thiaminpyrophosphat-aktivierter  Glycolaldehyd" 
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und daraus entstehendes Acetyl-thiaminpyrophosphat Zwischenprodukte der 
Phosphoketolase-Reaktion sind. 
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