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Gewinnung von «-Hydroxyithyl-2-thiaminpyrophosphat
mit Pyruvatoxydase aus Schweineherzmuskel *

Von
P. SCRIBA und H. HOLZER

Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitéat Freiburg im Breisgau
Mit 8 Textabbildungen
( Eingegangen am 6. Mas 1961 )

Einleitung

HETPP! wurde von HoLzER u. BEavcamp [7, 8] als Zwischenprodukt
der Decarboxylierung von Pyruvat mit Pyruvatdecarboxylase aus Hefe,
von CARLSON u. BRowN [4] bei der entsprechenden Reaktion mit Pyru-
vatdecarboxylase aus Weizenkeimlingen und von HorLzER u. Mitarb. [10]
als Zwischenprodukt der Oxydation von Pyruvat mit Pyruvatoxydase aus
Hefemitochondrien nachgewiesen. In Bestédtigung des Strukturvorschla-
ges von BrEsLow [3] und Kramerrz u. Mitarb. [13] konnte HETPP als
in 2-Stellung am Thiazolring mit dem o-Hydroxyathylrest substituiertes
TPP identifiziert werden [6, 7, 8]. In der vorliegenden Arbeit beschreiben
wir die Isolierung von “C-HETPP aus Anséitzen von gereinigter Pyruvat-
oxydase aus Schweineherzmuskel mit 4C-Pyruvat. Da den Ansétzen nur
TPP, jedoch nicht a-Liponsidure, DPN und Coenzym A zugesetzt werden,
vermag das in den ersten Stufen der Reaktion entstehende HETPP
nicht weiter zu reagieren. Es hauft sich im Verlaufe der Inkubation in
einer langsamen Sekundérreaktion an. Wir studierten die Eigenschaften
dieses Systems, um giinstige Bedingungen fiir die Gewinnung von HETPP
festzulegen.

Methoden

Pyruvatoxydase-Test. Das bei der Oxydation von Pyruvat mit dem zu testen-
den Pyruvatoxydase-Priparat entstehende Acetyl-Coenzym A acetyliert am Hilfs-
enzym Arylamintransacetylase p-Nitroanilin. Die Acetylierung des Nitroanilins
wird durch die Extinktionsabnahme bei 405 mu gemessen [18]. Das bei der Pyru-
vatoxydation entstehende DPNH wird mit Lactatdehydrogenase und dem als
Substrat eingesetzten Pyruvat reoxydiert. Arylamintransacetylase wurde nach
TaBOR u. Mitarb. [18] (ohne Geladsorption) angereichert und nach LyYNEN u.
Mitarb. [15] getestet. Kristallisierte Lactatdehydrogenase, DPN und CoA bezogen
wir von der Fa. Boehringer & Soehne (Mannheim). Fiir 99/, TPP danken wir der Fa. E.

* Herrn Prof. Dr. JoacEm KENAT zum 60. Geburtstag gewidmet.

1 Abkiirzungen: CoA = Coenzym A; DPN = Diphosphopyridinnucleotid;
DPNH = reduziertes Diphosphopyridinnucleotid; HETPP = «-Hydroxy#thyl-2-
thiaminpyrophosphat ; IpM = Impulse pro Minute; TPP = Thiaminpyrophosphat.
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Merck (Darmstadt). Im einzelnen waren die Bedingungen des Pyruvatoxydase-
Testes folgende: 0,1 M Trishydroxymethylaminomethan-HCl-Puffer pg 7.4,
0,1-10-3M DPN, 0,5-104*M CoA, 0,5-10*M TPP, 0,75-102°M MgSO,,
103 M Cystein-HCl, 10-* M p-Nitroanilin, 5 ug Lactatdehydrogenase, 1—3 mg
Arylamintransacetylase. Gesamtvolumen 2,0 ml; Schichtdicke 1 cm; Wellenldnge
405 mu; T = 21—23°C. Start mit 0,2 - 10-2 M Pyruvat. Definition der Aktivitits-
einheiten: 1 Einheit liegt vor, wenn die Extinktion (identisch mit ,,optical density*,
dad =1 cm) in 1 min um 1,0 abnimmt. Die spezifische Aktivitét ist als Einheiten
pro Milligramm Protein definiert. Zur Umrechnung auf den molaren Umsatz kann der
von TABOR u. Mitarb. [18] angegebene molare Extinktionskoeffizient 1,2 - 10* ver-
wendet werden.

Testversuche mit Ferricyanid als Oxydans waren negativ. Der Test mit Di-
chlorphenol-indophenol (siehe z.B.[9]) ergab wesentlich geringere Extinktions-
snderungen als mit p-Nitroanilin. Der Pyruvatumsatz betrug etwa 10°/, des
Unmsatzes im Arylamintransacetylase-Test. Sowohl die Ammoniumsulfatfallung wie
das durch Alkoholfraktionierung weiter gereinigte Enzym (vgl. Tabelle) ergaben
in diesem Test mit «-Ketoglutarat als Substrat hohere Reaktionsgeschwindigkeit
als mit Pyruvat. Der optische Test mit DPN war durch in der Pyruvatoxydase
enthaltene Lactatdehydrogenase gestort. Ein Test, bei dem die Acetoin-Bildung
nach Zusatz von Acetaldehyd (vgl. [5]) mit der von WESTERFELD [19] angegebenen
Farbreaktion gemessen wurde, war zwar etwas zeitraubender als der Arylamin-
transacetylase-Test, ergab jedoch gute Proportionalitit zur eingesetzten Pyruvat-
oxydase-Menge. Im einzelnen wurde das zu testende Enzympriparat 30 min in
einem Gesamtvolumen von 1,2 ml mit 2,5 - 10-3 M Pyruvat, 2,5 103 M Acetal-
dehyd, 1,8-10-2 M MgSO,, 0,67 - 10*M TPP und 0,1 M Citronenssure/NaOH-
Puffer pg 6,0 bei 30°C inkubiert. Danach wurde der Ansatz 5 min ins kochende
Wasserbad gestellt, abgekiihlt und zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit Wasser
auf 5,0 ml aufgefiillt und je 1,0 ml 0,5%, Kreatin-Losung und 5°/, x-Naphthol in
2,5 N NaOH wurden in Anlehnung an die Vorschrift von WESTERFELD [19] zu-
gegeben. Nun wurde 10 min bei 70°C inkubiert, 10 min zum Temperaturausgleich in
ein Wasserbad von Zimmertemperatur gestellt und dann bei 546 mu die Extink-
tion abgelesen.

Anreicherung von Pyruvatoxydase aus Schweineherzmuskel (vgl. Tabelle).
Die Anreicherung der Pyruvatoxydase lehnt sich in den ersten Schritten (bis zur
Ammoniumsulfatfraktionierung) an die Vorschriften von Korkes u. Mitarb. [12]
sowie DawsoN u. Mitarb. [5] an. Frische Schweineherzen wurden von Fett- und
Bindegewebe sowie Blutgerinseln befreit, in Stiicke geschnitten, 2 Std in die Tief-
kiihltruhe (—20°C) gelegt (statt dessen kann auch auf 0°C gekiihlt werden) und
halbgefroren durch den-Fleischwolf gedreht. Der Brei wurde mit 5 Volumen kaltem
H,O fiinfmal auf der Zentrifuge gewaschen (nach Suspendieren wird jeweils 20 min
bei 5000 X g) zentrifugiert. Das Sediment ist, bei —20°C eingefroren, wochenlang
haltbar. 100 g gefrorener Brei wurden in 350 ml kaltem 0,02 M Phosphatpuffer
pe 7,0 im Starmix homogeniert. Das Homogenat lieB man 30 min im Eisbad
stehen und zentrifugierte dann 20 min bei 3°C und 4500 X g. Das Sediment wurde
in 120 ml 0,02 M Phosphatpuffer pg 7,0 im Starmix suspendiert und 20 min bei
4500 X g und 3°C zentrifugiert. Die beiden Uberstinde wurden vereinigt und mit
24,5 g feingepulvertem Ammoniumsulfat pro 100 ml (35%, Séttigung) versetzt.
Das gefillte Protein wurde 30 min bei 4500 X g und 3°C abzentrifugiert. Das
Sediment wurde in 25 ml 0,02 M Phosphatpuffer pg 7,0 aufgenommen und bei
—20°C eingefroren. Nach 1—2 Tagen wurde das in diesem Zustand wochenlang
haltbare Enzym aufgetaut und 30 min bei 22000 X g und 0°C zentrifugiert (statt-
dessen kann auch gleich nach der Ammonijumsulfatfillung 60 min bei 100000 X g
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zentrifugiert werden). Der Uberstand enthielt 609/, der Pyruvatoxydase-Aktivitit
der vereinigten Phosphatextrakte. Die Enzymlosung wurde auf das Vierfache mit
kaltem 0,02 M Phosphatpuffer pg 7,0 verdiinnt. Dann wurde bei —15°C 96%/,iges
Athanol (mit Benzin vergallt) bis 30 Vol.-°/, Endkonzentration schnell eingeriihrt
(,,Plimpern* nach BEISENHERz u. Mitarb. [1]). F4llt man aus unverdiinnter Pyru-
vatoxydase-Losung, so werden 40 Vol.-°/, Athanol benétigt. Die Suspension wurde
sofort 30 min bei 22000 X g und —10°C zentrifugiert. Man erhielt eine auf der
klaren Losung schwimmende Proteinhaut und gelegentlich ein am Boden sitzendes
Sediment. Sediment und Haut wurden in 0,001 M Phosphatpuffer pg 6,0 aufge-
nommen (1/10 des Volumens vor der Athanolfillung). Die gut gepliimperte Suspen-
sion wurde 30 min bei 22000 X g und 0°C zentrifugiert. Die Proteinhaut auf der
Oberfliche und das Sediment wurden verworfen. Das opalescierende Filtrat enthielt
etwa ein Drittel der Pyruvatoxydase-Aktivititin der Ammoniumsulfatfallung. Das
Pyruvatoxydase-Praparat ist bei 3°C einige Tage ohne wesentlichen Aktivitats-
verlust haltbar. Zusatz von Athylendiamintetraacetat (Trilon) verbessert die Halt-
barkeit nicht; Einfrieren verschlechtert sie.

Papierchromatographische Isolierung von HETPP. 3 —4 mg Pyruvatoxydase
(spezifische Aktivitét etwa 1,0) wurden in einem Gesamtvolumen von 1,4 ml mit
0,016 M Trishydroxymethylaminomethan-HCl-Puffer pg 7,4, 0,8-10-*M TPP,
1,2 - 10~ M MgSO, und 1,8 - 10-3 M 2-14C-Pyruvat (4 uC 1*C pro Ansatz) 60 min bei
25°C inkubiert. Nun wurde das zehnfache Volumen etwa 60°C warmen Methanols
zugesetzt und 5 min bei dieser Temperatur gehalten. Nach Abkiihlen wurde das
denaturierte Protein bei 1200 X g abzentrifugiert, das Sediment mit einem Ge-
misch von 6 ml Methanol und 0,3 ml Wasser resuspendiert und zentrifugiert. Die
vereinigten Uberstinde wurden im Vakuum-Rotationsverdampfer eingeengt und
auf Schl. u. Sch.-Papier 2043b Mgl aufgetragen. Nach etwa 36 Std absteigender
Chromatographie mit n-Butanol: Eisessig: Wasser = 5:2:3 bei Zimmertemperatur
und Lufttrocknung der Chromatogramme wurden unter der UV-Lampe die Stellen
mit Fluorescenzléschung markiert. Die Dichte der Schraffierung in Abb.4 gibt die
Intensitdt der UV-Fluorescenzldschung wieder. Die Radioaktivitit der Chromato-
gramme wurde mit dem Radiopapierchromatographen FH 452 (Frieseke & Hoepf-
ner, Erlangen) registriert (vgl. Abb.4). Die “C-HETPP enthaltende Stelle des
Chromatogramms wurde mit Wasser eluiert und rechromatographiert (vgl. Teil B
in Abb.4).

Sollte die Ausbeute an Radioaktivitét im papierchromatographisch abgetrenn-
ten HETPP bestimmt werden (vgl. Abb.5 und 7), so wurde das aus dem ersten
Chromatogramm eluierte HETPP rechromatographicrt, mit Wasser eluiert und
Proben auf Aluminium-Schélchen eingetrocknet (Massenbelegung im Bereich
unendlich diinner Schicht). Gezahlt wurde im Handprobenwechsler FH 411 mit dem
MethandurchfluBzahlrohr FH 407 (Fricscke & Hoepfner, Erlangen). Zur Berech-
nung der HETPP-Ausbeute in Mol wurde das zur HETPP-Gewinnung eingesetzte
2-1C-Pyruvat unter denselben Bedingungen ausgezihlt und der molare Gehalt des
2-UC-Pyruvats mit kristallisierter Lactatdchydrogenase und DPNH im optischen
Test nach WARBURG ermittelt. Zu berticksichtigen ist, daB bei der Papierchromato-
graphie unter unseren Bedingungen etwa 309/, des eingesctzten UC-HETPP nicht
mehr wiedergefunden wurden.

Isolierung von HETPP durch Ionenaustauschchromatographie. Zur Gewinnung
von HETPP durch Ionenaustauschchromatographie wurden die vorstehend fiir die
Papierchromatographie beschriebenen Ansitze verzehnfacht (Gesamtvolumen
14 ml). Im Unterschied zu den Ansétzen fiir die Papierchromatographie wurde
jedoch die Endkonzentration der Puffer erniedrigt, um die Belastung der Austauscher-
sdulen mit Tonen zu verringern. Arbeitet man mit hoheren Ionen-Konzentrationen,
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so werden die Pufferionen auf der Séule adsorbiert und TPP und HETPP werden
nicht adsorbiert und finden sich im Waschwasser. Nach Stoppen mit heilem Methanol
und Einengen wurden die Extrakte auf Ionenaustauscher-Sidulen gegeben. Die
Saéulen enthielten bei einem Durchmesser von 1cm 16 ml Dowex 2-Clx 10,
200—400 mesh. Zuerst wurde mit 100 ml Wasser .gewaschen, dann lieBen wir
10-3 N HCI in ein Mischgefa8 mit 250 ml Wasser zulaufen, um mit steigendem
HCI-Gradienten zu eluieren. Nach Erscheinen des HETPP wurde das unverdnderte
2-4C-Pyruvat durch EinflieBenlassen von 3 N HCl in das Mischgefa8 eluiert. Die
Elution erfolgte mit einer Geschwindigkeit von etwa 1 ml pro Minute. Das Volumen
der automatisch gesammelten Fraktionen betrug 4 ml. In Abb.8 sind die Extink-
tionen (¢ = 1 cm) derFraktionen bei der Wellenldnge des isosbestischen Punktes fiir
TPP (272,5 my), sowie die im automatischen Probenwechsler FH 448 mit dem
Methandurchfluzihlrohr FH 407 (mit Endfenster) bei Impulsvorwahl 102 gezdhlten
IpM von je 0,2 ml der Fraktionen aufgetragen. Die Proben wurden auf Polyvinyl-
chlorid-Scheiben, die in Aluminiumschélchen gelegt waren, aufgetragen und im
Luftstrom getrocknet. Es hat sich gezeigt, daf die Verwendung von 103 N HCl
bei der Gradienten-Elution eine bessere Trennung von HETPP und TPP ermdog-
licht als die frither von uns [10] verwendete 2 - 10~2 N HCI.

Die Kapazitit des von uns verwendeten Austauschers betrigt fiir Pyruvat
etwa 1 Millival pro Milliliter, wihrend die Kapazitat fiir TPP weniger als 1°/, davon
betrégt. Da die meisten Pufferanionen dhnliche Affinititen zum Austauscher wie
Pyruvat aufweisen, muBl deren Konzentration moglichst klein sein, um noch aus-
reichende Bindungskapazitét fiir TPP und HETPP zu haben. Erscheinen TPP und
HETPP auf Grund der Uberlastung des Austauschers mit Anionen bereits im
Waschwasser, so kénnen sie nach ihrer Identifizierung durch Radiopapierchromato-
graphie erneut der Ionenaustauschchromatographie unterworfen werden. Bei dem
im unteren Teil von Abb.8. dargestellten Versuch, der die Auftrennung eines
Pyruvatoxydase-Ansatzes bei pg 5 darstellt, wurde die Austauschermenge auf das
Doppelte (30 ml) gegeniiber den sonstigen Versuchen erhoht, um vollsténdige
Bindung von TPP und HETPP trotz hoherer Jonenkonzentration des Ansatzes zu
gewahrleisten.

Besprechung der Ergebnisse

1. Anreicherung und Eigenschaften von Pyruvatoxydase
aus Schweineherzmuskel

Mit dem im Abschnitt ,,Methoden‘ angegebenen Test mit Arylamin-
transacetylase wurde Pyruvatoxydase aus Schweineherzmuskel an-
gereichert. Wir erzielten 10—15fache Reinigung bei einer Ausbeute von
209/, (vgl. Tabelle).

Im Arylamintransacetylase-Test betragt die Aktivitat des gereinigten
Enzyms ohne Zusatz von TPP 50—609/, der Aktivitdt bei Sdttigung mit
TPP. Durch dreistiindige Dialyse einer auf py 8,5 eingestellten Enzym-
losung in 10—* M Na-phosphatpuffer (5 ml mit 10 mg Protein) gegen 51
0,19/, Athylendiamintetraacetat-Losung vom pg 8,5 bei 4°C geht die
Aktivitdt ohne TPP auf weniger als 10%/, der Aktivitdt mit 5 - 10-¢ M
TPP zuriick. Die spezifische Aktivitdt mit TPP-Séittigung geht hierbei
auf ein Viertel des Ausgangswertes zuriick. Die Abhéngigkeit der Aktivi-
tdt der dialysierten Pyruvatoxydase bei Pyruvatsittigung von der
Konzentration an TPP ist in Abb.1 wiedergegeben. Als Michaelis-
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konstante fiir TPP ergibt sich 2,5 - 10-7 Mole/l. Neuerdings [11] fiihren
wir die Abspaltung von TPP folgendermafBen durch: die vereinigten
Extrakte in 0,02 M Na-phosphatpuffer pg 7,0 (sieche Kapitel ,,Methoden
bei ,,Anreicherung von Pyruvatoxydase‘) werden mit 2,5/, NH,OH auf

pe 8,5 gebracht und
30 min bei 0°C stehen
gelassen. Dann werden
langsam 24,5 g Am-
moniumsulfat pro 100ml
hinzugegeben, wobei
das pg durch laufenden
Zusatzvon2,5°/,NH,OH
auf 8,5 gehalten wird.
Nach Zentrifugieren
wird das Sediment in
1,9M Ammoniumsulfat-
16sung vom pg 8,5 (mit
NH,0H eingestellt)
suspendiert und erneut
zentrifugiert. Nun wird
in 0,02 M Phosphat-
puffer pg 7,0 aufge-
nommen und bei —20°C
aufbewahrt. Falls not-
wendig, kann nach Klar-
zentrifugieren durch Al-
koholfraktionierung wei-
ter gereinigt werden, wie
im Kapitel ,,Methoden‘
angegeben, Die Aktivi-
tdt derartiger Praparate
mit TPP-Sdttigung (ca.
5-10-* Mole/l) ist die-
selbe wie bei der Aufar-
beitung des Phosphatex-
traktes ohne alkalische
Behandlung; die Akti-
vitdt ohne TPP betragt
weniger als 3%/, der Akti-
vitdt bei TPP-Sattigung.

Tabelle. Anreicherung wvon Pyruvatoxydase aus
Schweineherzmuskel
Der zur Verfolgung der Anreicherung benutzte
Arylamintransacetylase-Test und die Definition der
Einheiten sind bei ,,Methoden* angegeben

sperifische | minheiten | Aus-
Reinigungsstufe Sulvita im Gesamt- | beute
(Einheiten ansatz o,

pro mg Protein)

Phosphatextrakt! | 0,07—0,09 172 100
Ammoniumsulfat-

fallung 0,25—0,35 104 60
Athanolfallung 0,8 —1,3 34 20

1 Der Wert fiir die Aktivitat des Rohextraktes
ist unsicher.

AE(w5m)/ min —

1
N [
70 75 20 251
Mol/1- 797 —=

Abb.1. Reaktionsgeschwindigkeit von Apopyruvatoxydase
mit verschiedenen Konzentrationen an TPP mit dem im
Abschnitt ,,Methoden** beschriebenen Pyruvatoxydasetest.
Die Reaktionsgeschwindigkeit nimmt nach Start durch
Pyruvat-Zusatz bis zum Erreichen einer konstanten End-
geschwindigkeit zu (vgl. Abb.2), Die Ringe geben den Mittel-
wert der Reaktionsgeschwindigkeit vom Start mit Pyruvat
bis zur Einstellung einer konstanten Reaktionsgeschwindigkeit
wieder. Die Xreuze geben die konstante Endgeschwindigkeit
wieder

!
250

p —

In Abb.2 ist die Kinetik der Rekombination des Apoenzymsystems
mit TPP wiedergegeben. Hierzu wurde im sonst kompletten Testsystem
der Pyruvatumsatz durch Zusatz verschiedener TPP-Konzentrationen
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gestartet. Die Rekombination findet nicht unmeBbar schnell statt, wie
dies beispielsweise beim Start von Dehydrierungsreaktionen mit DPN
oder von Kinasereaktionen mit ATP der Fall ist, sondern die Rekom-
bination, d.h. das Erreichen der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit,
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Abb.2. Kinetik der Rekombination von Apopyruvatoxydase mit verschiedenen Konzentrationen
TPP. Zusammensetzung des Pyruvatoxydase-Testsystems siehe bei ,,Methoden*
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Abb. 3. Michaelis-Konstante der Pyruvatoxydase mit Pyruvat. Die reziproken Wertce der Reaktions-

geschwindigkeit ¥V (Einheiten im Arylamintransacetylase-Test pro ml Enzym) und der Substrat-

konzentration S (Mole Pyruvat pro Liter) wurden nach LINEWEAVER nnd BURK'¢ aufgetragen.

T = 26°C. Spezifische Aktivitit der Pyruvatoxydase (gereinigt bis einschlieBlich Athanolfillung)
0,90. Als Michaelis-Konstante ergibt sich K = 2,1 - 10~° Mole/l

benétigt mehrere Minuten. Die Geschwindigkeit der Rekombination ist
von der Konzentration an TPP abhéingig. Eine &hnliche Rekombinations-
kinetik haben wir frither beim Zusatz von TPP zu gereinigter Apopyru-
vatdecarboxylase aus Bierhefe beobachtet.

Eine Auswertung der Abhingigkeit der Aktivitét bei TPP-Sattigung
von der Konzentration an Pyruvat nach LINEWEAVER u. BURK [14] ist
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in Abb.3 wiedergegeben. Als Michaeliskonstante fiir Pyruvat ergibt sich
2,1 - 10-5 Mole pro Liter.

2. Papierchromatographische Isolierung von HET PP
Aus Ansitzen von gereinigter Pyruvatoxydase aus Schweineherz-
muskel mit 2-14C-Pyruvat 148t sich nach Abstoppen mit heilem Metha-
nol, ebenso wie frither fir Ansitze mit Pyruvatoxydase aus Hefemito-

‘ Flurert zur
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Abb.4. Radiopapierchromatogramm (Teil 4) und Rechromatogramm (Teil B) eines Ansatzes von
Pyruvatoxydase mit 2-*4C-Pyruvat. Uber den Chromatogrammen (dic Schraffierung gibt die Inten-
sitit der UV-Absorption wieder) ist die im Radiopapierchromatographen FH 452 registrierte Radio-
aktivitit eingetragen. Weitere Einzelheiten siche unter . Methoden* bei ,.Papicrchromatographische
Isolierung von HETPP*. Gipfel I ist HETPP, Gipfel IT ist uncinhcitlich und besteht zum Teil aus
HETP (a-Hydroxyithylmonophosphat) und eventuell HETPT sowie weiteren unbekannten Substan-
zen. Durch Versuche mit 1-14C-Pyruvat ist gesichert, daB Gipfel I1 kein HCETPP (siehe Legende
Abb. 6) enthiilt. Gipfel IIT ist eine im 2-14C-Pyruvat enthaltenc Verunrcinigung. Gipfel IV ist nicht
umgesetztes 2-1*C-Pyruvat

-/

chondrien beschrieben [10], MC-HETPP durch Ionenaustauschchro-
matographie isolieren (vgl. Abschnitt 5. dieses Kapitels). Fiir bestimmte
Fragestellungen verwendeten wir jedoch die miihelosere papierchromato-
graphische Auftrennung der Methanolextrakte unscrer Ansitze mit
anschliefender Radiochromatographie, wie sie frither fiir die Isolierung
von UC-HETPP aus Pyruvatdecarboxylase-Ansitzen beschrieben
wurde [7, 8]. Ein Beispiel ist in Abb.4 wicdergegeben. Bei derartigen
Chromatogrammen von Ansédtzen mit hohem Salzgehalt darf den Rp-
Werten zur Identifizierung von Substanzen keinec Bedeutung beigelegt
werden, “C-HETPP wird jedoch leicht als Radioaktivititsgipfel erkannt,
der sich an der vorderen Front der TPP-Zone (lokalisiert durch UV.
Fluorescenzloschung und Thiochrom-Spriihtest) befindet. Nach der
Elution wird “C-HETPP endgiiltig durch Nachweis der Freisetzung von
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4C-Acetaldehyd bei der Inkubation mit Apopyruvatdecarboxylase
identifiziert (vgl. [8, 16]). Bei den im Abschnitt 3 und 4 dieses Kapitels
dargestellten Versuchen wurde die in Abb.4 wiedergegebene Papier-
chromatographie mit anschlieBender Rechromatographie und Auszih-
lung der Radioaktivitdt des eluierten ¥C-HETPP als Routinemethode
verwendet.

Ohne Erfolg versuchten wir aus Ansédtzen von Pyruvatoxydase mit
1-4C.Pyruvat in Phosphatpuffer vom pg 5,0 oder in Trishydroxy-
methylaminomethan-HCl-Puffer vom pg 7,4 die frither in Ansétzen von
Pyruvatdecarboxylase mit 1-4C-Pyruvat beschriebene [7, 8] Pyruvat-
TPP-Verbindung (,aktives Pyruvat” = «-Hydroxy-«-carboxy-ithyl-
TPP) zu isolieren!. Auch in Ansitzen mit Pyruvatoxydase aus Hefe-
mitochondrien und 1-%“C-Pyruvat [10] konnten wir kein ,aktives
Pyruvat‘‘ nachweisen.

3. Kinetik der Anhdufung von “C-HETPP bei der Inkubation von
Pyruvatoxydase mit 2-1*C- Pyruvat

Mit der papierchromatographischen Methode (vgl. Abb.4) wurden
Ansitze von Pyruvatoxydase mit 2-#C-Pyruvat unter Variation der
Inkubationsdauer aufgearbeitet. Man sieht aus Abb.5, daB die Aus-
beute an HETPP bei mehrstiindiger Inkubation laufend zunimmt.
Vollig andere Verhiltnisse hatten wir bei der Inkubation von gereinigter
Pyruvatdecarboxylase aus Hefe mit 2-14C-Pyruvat beobachtet [7, 8].
Bei diesen Versuchen wurden die Ansédtze 7—10 sec nach Zusatz von
Pyruvat abgestoppt und auf “C.HETPP aufgearbeitet; lingere Inku-
bation fithrte zu keiner VergréBerung der Ausbeute an 14C-HETPP.
Ein weiterer Unterschied besteht darin, daf die *C-HETPP-Ausbeute,
bezogen auf die eingesetzte Proteinmenge, bei Verwendung von Pyruvat-
oxydase und langer Inkubationszeit, um mehrere Zehnerpotenzen
groBer ist als bei unseren fritheren Versuchen mit Pyruvatdecarboxylase.
Eine Erklirung fiir diese Unterschiede sehen wir im folgenden: Bei der
Inkubation von Pyruvatdecarboxylase mit Pyruvat liuft die sehr
rasche Bilanz-Reaktion Pyruvat — Acetaldehyd -+ CO, ab, die nach
wenigen Minuten beendet ist bzw. durch den angestauten Acetaldehyd
gehemmt wird. Beim Abstoppen mit heilem Methanol wird die sehr
kleine stationidr im reagierenden System vorhandene Konzentration an

1 Wir haben die Pyruvat-TPP-Verbindung friiher [7, 8] als «-Lactyl-TPP
bezeichnet. Dieser Name ist irrefithrend, da man eine Bindung iiber die Carboxyl-
gruppe der Milchséiure vermutet. SEUSTER u. LYNEN verwenden deshalb die Be-
zeichnung «-Pyrophosphoryl-thiaminyl-lactat [17]. Wir schlagen in Anlehnung an
die Bezeichnung des ,,aktiven Acetaldehyds* als «-Hydroxy-athyl-TPP [3, 13] fiir
die Pyruvatverbindung die Bezeichnung «-Hydroxy-«-carboxy-athyl-TPP mit der
Abkiirzung HCETPP vor.
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UC.HETPP fixiert. Bei den Versuchen mit Pyruvatoxydase kann da-
gegen keine komplette Reaktion ablaufen, da wir dem System weder
DPN noch Coenzym A als Acceptoren fiir den Dehydrierungswasserstoff
und den bei der oxydativen Decarboxylierung entstehenden Acetylrest
zusetzen. Es kommt nach Zusatz von Pyruvat sehr schnell zu einer
Uberfiibrung des vorhandenen TPP in HETPP, dessen Konzentration
ebenso wie bei den Versuchen mit Pyru-

vatdecarboxylase sehr klein ist. Diese Ryravat .
kleine 14C-HETPP-Konzentration beob- (schrel)
aghten wirin den farsten Minuten nach ]?e- 2070 So-HcE70P
ginn der Inkubation (vgl. Abb.5: Schnitt-
punkt der Kurve mit der Ordinate bei etwa 4 Co,
5—10 - 10-¢ uMole HETPP pro Ansatz). POHETP
200, ( /a/yfa/ﬂj
HETPP PP
750\

>

R
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Abb. 5. Kinetik der Anhdufung von *C-HETPP bei der Inkubation von Pyruvatoxydase mit 2-14C-

Pyruvat bei pn 7.4. Die Zusammensetzung und Aufarbeitung der Ansitze durch Papierchromato-

graphie und Rechromatographie, die Auszihlung des eluierten HETPP auf Aluminiumschilchen und

die Berechnung der molaren HETPP-Ausbeute sind im Abschnitt ,,Methoden‘ unter ,Papier-
chromatographische Isolierung von HETPP* angegeben

Abb.6. Zwei Moglichkeiten fiir den Mechanismus der ,,Jangsamen** Anhiufung von HETPP mit

Pyruvatoxydase (PO) und Pyruvat. PO-TPP = PO mit fest gebundenem, nicht dissoziierbarem

TPP; PO...TPP = PO mit dissoziierbarem TPP; HCETPP = «-Hydroxy-a-carboxyithyl-TPP
(,,aktives Pyruvat*)

Daneben entsteht in einer relativ zur kompletten Pyruvatoxydase-
Reaktion um etwa sechs Zehnerpotenzen langsameren Reaktion weiteres
HETPP, das sich im Verlauf von Stunden anhiuft (vgl. Abb.5). Limi-
tierend fiir die langsame Anhdufung von HETPP ist nicht ein Zwischen-
schritt der Pyruvatoxydase-Reaktionsfolge, sondern ein auBlerhalb dieser
Reaktionsfolge liegender 10°mal langsamerer Reaktionsschritt. Die
Ausbeute an HETPP ist der eingesetzten Aktivitit an Pyruvatoxydase
proportional. Zum Beispiel erhielten wir mit 1,3 bzw. 2,6 Aktivitats-
einheiten (Arylamintransacetylasetest) pro Ansatz nach 60 min Inkubation
Biochem. Z., Bd. 334 32
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38 -10~* bzw. 74 -10-% uMole HETPP. Vergleicht man die Anhéu-
fung von HETPP unter sonst gleichen Bedingungen mit und ohne
Zusatz von TPP, so findet man nach 60 min Inkubation mit TPP eine
etwa zehnfach hohere HETPP-Ausbeute. Da die Aktivitdt der in diesem
Versuch verwendeten Pyruvatoxydase im Arylamintransacetylasetest
nur um ca. 500/, durch TPP-Zusatz zu erh6hen ist, zeigt dieses Ergebnis,
daB der dissoziierbare Anteil des TPP entscheidend an der im Verlauf
von Stunden erfolgenden Anhéufung von HETPP beteiligt ist. EBin wei-
teres Argument fiir die entscheidende Beteiligung von dissoziierbarem
TPP an der HETPP-Anhédufung ergibt sich aus den Mengenverhéltnissen
HETPP:Pyruvatoxydase. Wir fanden 1 Mol HETPP pro 23000 g
Pyruvatoxydase-Protein. Da das Molekulargewicht der Pyruvatoxydase
mit 1—2 Millionen angegeben wird, miiiten pro Mol Pyruvatoxydase
40—80 aktive HETPP-bildende Stellen vorhanden sein, um eine stéchio-
metrische HETPP-Bildung zu erkléren. Da dieses duBerst unwahrschein-
lich ist, schlieBen wir, daf3 dissoziierendes TPP eine wesentliche Rolle bei
der HETPP-Anhéufung spielt.

Wir diskutieren auf Grund dieser Versuche fiir den Mechanismus der
langsamen HETPP-Anhidufung die beiden in Abb.6 dargestellten Mog-
lichkeiten. Bei der unter I angefiihrten Méglichkeit besteht die ,,Jang-
same‘* HETPP anhiufende Reaktion in einer Ubertragung des an fest.
gebundenem TPP angehingten Acetaldehydrestes auf dissoziierendes,
nicht gebundenes TPP. Bei der Moglichkeit II erfolgt die ,,langsame*-
HETPP-Anhdufung durch langsame Reaktion des dissoziierenden TPP
am Coenzym-freien Anteil der Pyruvatoxydase. Experimente, die diese:
Frage kliren sollen, sind geplant.

4. pr-Abhingigkeit der HET P P-Anhdufung

Das pg-Optimum der mit dem Arylamintransacetylasetest gemessenen;
Oxydation von Pyruvat zu Acetyl-CoA liegt bei 8,0. Bei diesem pg;
findet nur eine geringe Anhdufung von HETPP bei der Inkubation ohne-:
DPN und Coenzym A statt. Dagegen ist bei puy 4,5—5 die HETPP-
Anhiufung um ein vielfaches gréBer, obwohl in diesem pg-Bereich
keine Aktivitit des kompletten Pyruvat-Oxydase-Systems mehr vor-
liegt (vgl. Abb.7). Eine Erklarung hierfiir sehen wir in der verschiedenen
pr-Abhéngigkeit der geschwindigkeitsbegrenzenden Reaktionsschritte-
der beiden Reaktionsfolgen. Bei der HETPP-Anhdufung ist die Be-
ladung des dissoziierenden TPP mit dem Aldehydrest nach einer der
beiden in Abb. 6 dargestellten Moglichkeiten geschwindigkeitsbegrenzend..
Das Optimum dieses Reaktionsschrittes diirfte bei pg 4,5—5 liegen. Im
Gegensatz dazu ist das pg-Optimum des geschwindigkeitsbestimmenden
Schrittes der um sechs Zehnerpotenzen rascher erfolgenden Pyruvat-
oxydase-Reaktion im schwach alkalischen Bereich.
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Bei pg 5 nimmt ebenso wie bei py 7,4 die Ausbeute an HETPP
anndhernd proportional zur Inkubationszeit zu. Wir erhielten in einem
Ansatz, der prinzipiell gleich, wie in Abb.5 fiir die Inkubation bei pg 7,4
angegeben, zusammengesetzt war, nach 15 min Inkubationszeit 0,025
uMole und nach 60 min 0,074 uMole “C-HETPP. Die Steigerung der
Ausbeute an HETPP durch Anwendung eines schwach sauren Milieus
bei der Inkubation gestattet, bis 109/, des eingesetzten 4C-Pyruvats in
UC.HETPP iiberzufithren. Beispielsweise wurden bei dem im unteren
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Abb.7. Abhingigkeit der Pyruvatoxydase-Aktivitit und der HETPP-Anhiufung vom pu. Fiir die
Versuche wurden folgende Puffer verwendet: Citrat-IICl (a——a), Sorensen-Phosphat (e o),
Trishydroxymethylaminomethan-HCl (0——0). Die Endkonzentration der Puffer war in den

Versuchen zur HETPP-Anbhdufung 0,016 M und beim Pyruvatoxydase-Test mit Arylamintrans-

acetylase 0,1 M. Der Pyruvatoxydase-Test mit Arylamintransacetylase und die Ansiitze zur HETPP-

Anhidufung mit Aufarbeitung durch Papierchromatographie und Ausbeute-Bestimmung durch
Radioaktivititsmessung sind im Abschnitt ,,Methoden‘ beschrieben

Teil von Abb.8 wiedergegebenen Versuch 18 yMole 2-1C-Pyruvat ein-
gesetzt und 1,8 uMole “C-HETPP chromatographisch isoliert. Kontroll-
versuche mit dem kompletten System, jedoch ohne Pyruvatoxydase,
ergaben keine “C-HETPP-Bildung. Nach 5 min Erhitzen einer Pyruvat-
oxydase-Losung im 0,016 M Phosphatpuffer vom py 5,0 auf 96°C erhiel-
ten wir noch 109/, nach 15 min Erhitzen noch etwa 19/, der Ausbeute an
HETPP, bezogen auf das nicht vorbehandelte Enzym.

5. Isolierung von HET PP durch Ionenaustausch-Chromatographie

Ionenaustausch-Chromatogramme (Einzelheiten siehe unter ,,Metho-
den) je eines Ansatzes von Pyruvatoxydase mit 2-14C-Pyruvat bei
pa 7,4 bzw. 5,0 sind in Abb.8 wiedergegeben. Die papierchromato-
graphische Untersuchung der verschiedenen UV-Gipfel des pm 7,4-
Ansatzes ergab fiir I Thiamin und eventuell weitere unbekannte Sub-
stanzen, fur IT Thiamin-monophosphat, fiir IIT Thiamin-pyrophosphat,

32*
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fiir IV unbekannte Substanzen. Die entsprechenden Radioaktivitéts-
gipfel sind I = Hydroxyithylthiamin (HET) und eventuell weitere
unbekannte Substanzen, II = Hydroxydthylthiaminmonophosphat

2,0~
7,5
7,01 PH 74-Ansalz
Gradvent mit (/V-Aéswp//o/z
n/7000HCL h
95+ ‘

7,01~ pH 50-Ansarz
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ADD. 8. Isolierung von HETPP mittels Tonenaustausch-Chromatographie aus Ansitzen von Pyruvat-

oxydase mit 2-4C-Pyruvat bei pu 7,4 (oberer Teil der Abbildung) bzw. pu 5,0 (unterer Teil der Abbil-

dung). Auf der Abszisse sind die ml Eluat aufgetragen (es wurden Fraktionen von je 4 ml aufgefangen).

Auf der Ordinate ist die Ultraviolettabsorption bei 272,56 mu und Schichtdicke 1 cm aufgetragen

(Ringe), sowie die Radioaktivitit von je 0,2 ml der Fraktionen in IpM : 10~* (Kreuze). Inkubiert

wurde, wie im Abschnitt ,,Methoden® unter ,,Isolierung von HETPP durch Ionenaustausch-
Chromatographie‘‘ beschrieben

(HETP), III = HETPP, IV = Pyruvat und eventuell weitere unbekannte
Substanzen. Die Radioaktivitit des Pyruvats ist nur teilweise erfaf3t, da
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saure Proben zur Zihlung der Radioaktivitit auf Schalchen eingetrock-
net wurden und hierbei durch Zersetzung von Pyruvat starke Verluste
auftraten. Wahrend beim pg 7,4-Ansatz HETPP nur als Schulter beim
UV-Gipfel ITI auftritt, ist wegen der wesentlich groBeren HETPP-Menge
des pm 5-Ansatzes der TUltraviolett-Gipfel III deutlich zweigeteilt.
Fraktion A (vgl. Abb.8 unten) enthélt den Hauptteil des HETPP neben
wenig TPP; Fraktion C enthilt den Hauptteil des TPP neben Spuren
HETPP. Die in den Gipfeln I und II enthaltenen dephosphorylierten
TPP-Derivate entstanden wahrscheinlich durch chemisch Dephosphory-
lierung am Ionen-Austauscher. In der von uns verwendeten Pyruvat-
oxydase konnten wir keine nennenswerte TPP-dephosphorylierende
Aktivitat nachweisen.

In den Fraktionen A, B und C des pg 5-Ansatzes wurden Analysen
des Gehaltes an HETPP neben TPP durchgefithrt. Hierzu wurde die
Summe TPP + HETPP durch Messung der Extinktion bei 272,5 my
(molarer Extinktionskoeffizient fir TPP = 7,0 - 10%) und durch den
Thiochromtest (2) bestimmt (im Thiochromtest reagiert HETPP ebenso
wie TPP). Beide Methoden ergaben fiir die Sumnme TPP 4+ HETPP auf
4109/, iibereinstimmende Werte. 1*C-HETPP wurde durch Auszihlung
der Radioaktivitdt und Vergleich mit der bekannten spezifischen Aktivi-
tdt des eingesetzten 2-14C-Pyruvats ermittelt. Fir Fraktion A ergaben
sich 559/, fiir Fraktion B 34°/, und fir Fraktion C weniger als 19/,
HETPP, bezogen auf die Summe HETPP + TPP = 100°/,. Da TPP
den enzymatischen Umsatz von HETPP konkurrierend hemmt, ist die
weitgehende Befreiung des HETPP von TPP Voraussetzung fiir opti-
malen enzymatischen Umsatz. Dies konnten wir bei der enzymatischen
Freisetzung von Acetaldehyd aus der vorstehend beschriebenen Fraktion
A mit und ohne Zusatz von TPP zeigen [16].

Zusammenfassung

1. Pyruvatoxydase aus Schweineherzmuskel wurde 10—15fach
angereichert. Die Michaeliskonstante mit Pyruvat ist 2,1 - 10-5 Mole/l,
mit TPP 2,5 - 10~7 Mole/l.

2. Bei der Inkubation von gereinigter Pyruvatoxydase mit Pyruvat
und TPP (ohne Zusatz von CoA und DPXN) hiuft sich «-Hydroxyéthyl-2-
thiaminpyrophosphat (HETPP = ,aktiver Acetaldehyd‘) an. Die pg-
Abhiéngigkeit dieser Reaktion, bei der bis 10°/, des eingesetzten Pyruvats
in HETPP iiberfiihrt werden konnten, wird beschrieben. Der Mechanis-
mus der Reaktion wird diskutiert.

3. Die Reinigung von HETPP aus Pyruvatoxydase-Ansitzen mit

Papierchromatographie und Ionenaustauschchromatographie wird an-
gegeben.
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Summary

1. Pyruvate oxidase from pig heart muscle has been purified 10 to
15-fold. The Michaelis constants are 2.1-10-5 moles per liter for pyru-
vate and 2.5-10-7 moles per liter for TPP.

2. On incubation of purified pyruvate oxidase with pyruvate and
TPP (without the addition of CoA and DPN) «-hydroxyethyl-2-thiamine
pyrophosphate (HETPP = “active acetaldehyde’’) accumulates. The pg
dependency of this reaction is described. Up to 10 per cent of the pyru-

“vate incubated could be transformed into HETPP. The reaction mecha-
nism is discussed.

3. The purification of HETPP from pyruvate oxidase experiments
by means of paper chromatography and ion exchange chromatography
is described.

Fraulein SILEKE SCENEIDER danken wir fiir sorgfaltige Mitarbeit. Dem Bundes-
ministerium fiir Atomkernenergie und Wasserwirtschaft, sowie der Deutschen
Forschungsgemeinschaft danken wir fiir Sachbeihilfen.
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