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

Von 

P . S C R I B A und H . H O L Z E R 

Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universität Freiburg im Breisgau 
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E i n l e i t u n g 

Η Ε Τ Ρ Ρ 1 w u r d e v o n H Ö L Z E R U . B E A T J C A M P [ 7 , 8 ] a l s Z w i s c h e n p r o d u k t 
d e r D e c a r b o x y l i e r u n g v o n P y r u v a t m i t P y r u v a t d e c a r b o x y l a s e a u s H e f e , 
v o n C A R L S O N U . B R O W N [ 4 ] b e i der e n t s p r e c h e n d e n R e a k t i o n m i t P y r u ­
v a t d e c a r b o x y l a s e a u s W e i z e n k e i m l i n g e n u n d v o n H O L Z E R U . M i t a r b . [ 1 0 ] 
a l s Z w i s c h e n p r o d u k t der O x y d a t i o n v o n P y r u v a t m i t P y r u v a t o x y d a s e aus 
H e f e m i t o c h o n d r i e n n a c h g e w i e s e n . I n Bestätigung des S t r u i t u r v o r s c h l a -
ges v o n B R E S L O W [ 3 ] u n d K R A M P I T Z U . M i t a r b . [ 1 3 ] k o n n t e Η Ε Τ Ρ Ρ a ls 
i n 2 - S t e l l u n g a m T h i a z o l r i n g m i t d e m α-Hydroxyäthylrest s u b s t i t u i e r t e s 
Τ Ρ Ρ ident i f i z ier t w e r d e n [ 6 , 7 , 8 ] . I n d e r v o r l i e g e n d e n A r b e i t b e s c h r e i b e n 
w i r die I s o l i e r u n g v o n 1 4 C - H E T P P a u s Ansätzen v o n gereinigter P y r u v a t ­
o x y d a s e a u s S c h w e i n e h e r z m u s k e l m i t 1 4 C - P y r u v a t . D a d e n Ansätzen n u r 
Τ Ρ Ρ , j e d o c h n i c h t α-Liponsäure, D P N u n d C o e n z y m Α zugesetz t w e r d e n , 
v e r m a g d a s i n d e n e r s t e n S t u f e n d e r R e a k t i o n entstehende Η Ε Τ Ρ Ρ 
n i c h t w e i t e r z u r e a g i e r e n . E s häuft s i c h i m V e r l a u f e d e r I n k u b a t i o n i n 
e iner l a n g s a m e n Sekundärreaktion a n . W i r s t u d i e r t e n die E i g e n s c h a f t e n 
dieses S y s t e m s , u m günstige B e d i n g u n g e n für die G e w i n n u n g v o n Η Ε Τ Ρ Ρ 
festzulegen. 

M e t h o d e n 
Pyruvatoxydase-Test . Das bei der Oxydation von Pyruvat mit dem zu testen­

den Pyruvatoxydase-Präparat entstehende Acetyl-Coenzym A acetyliert am Hilfs­
enzym Arylamintransacetylase p-Nitroanilin. Die Acetylierung des Nitroanilins 
wird durch die Extinktionsabnahme bei 405 τημ gemessen [18]. Das bei der P y r u -
vatoxydation entstehende D P N H wird mit Lactatdehydrogenase und dem als 
Substrat eingesetzten Pyruvat reoxydiert. Arylamintransacetylase wurde nach 
T A B O R U . Mitarb. [18] (ohne Geladsorption) angereichert und nach L Y N E N U . 
Mitarb. [15] getestet. Kristallisierte Lactatdehydrogenase, D P N und CoA bezogen 
wir von der F a . Boehringer & Soehne (Mannheim). Für 9 9 % T P P danken wir der F a . E . 

* Herrn Prof. D r . J O A C H I M K Ü H N A U zum 60. Geburtstag gewidmet. 
1 Abkürzungen: CoA = Coenzym A ; D P N = Diphosphopyridinnucleotid; 

D P N H = reduziertes Diphosphopyridinnucleotid; H E T P P = a-Hydroxyäthyl-2-
thiaminpyrophosphat; I p M = Impulse pro Minute; T P P = Thiaminpyrophosphat. 
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Merck (Darmstadt). I m einzelnen waren die Bedingungen des Pyruvatoxydase-
Testes folgende: 0,1 Μ Trishydroxymethylaminomethan-HCl-Puffer p n 7,4, 
0,1 - Ι Ο - 3 Μ D P N , 0 ,5 -10 -* Μ CoA, 0,5 · Ι Ο - 3 Μ ΤΡΡ, 0,75· 10 " 3 Μ M g S 0 4 , 
Ι Ο - 3 Μ Cystein-HCl, Ι Ο - 4 Μ p-Nitroanilin, 5 / ig Lactatdehydrogenase, 1—3 mg 
Arylamintransacetylase. Gesamtvolumen 2,0 m l ; Schichtdicke 1 c m ; Wellenlänge 
405 m/t; 2 1 = 2 1 - 2 3 ° C . Start mit 0,2 · ΙΟ" 2 Μ Pyruvat . Definition der Aktivitäts­
einheiten: 1 Einheit liegt vor, wenn die Extinktion (identisch mit „optical density" , 
da d = 1 cm) in 1 min um 1,0 abnimmt. Die spezifische Aktivität ist als Einheiten 
pro Milligramm Protein definiert. Zur Umrechnung auf den molaren Umsatz kann der 
von T A B O R U . Mitarb. [18] angegebene molare Extinktionskoeffizient 1,2 · 10 4 ver­
wendet werden. 

Testversuche mit Ferricyanid als Oxydans waren negativ. Der Test mit D i -
chlorphenol-indophenol (siehe z . B . [9]) ergab wesentlich geringere Extinktions­
änderungen als mit p-Nitroanilin. Der Pyruvatumsatz betrug etwa 1 0 % des 
Umsatzes im Arylamintransacetylase-Test. Sowohl die Ammoniumsulfatfällung wie 
das durch Alkoholfraktionierung weiter gereinigte E n z y m (vgl. Tabelle) ergaben 
in diesem Test mit α-Ketoglutarat als Substrat höhere Reaktionsgeschwindigkeit 
als mit Pyruvat . Der optische Test mit D P N war durch in der Pyruvatoxydase 
enthaltene Lactatdehydrogenase gestört. E i n Test, bei dem die Acetoin-Bildung 
nach Zusatz von Acetaldehyd (vgl. [5]) mit der von W E S T E R F E L D [19] angegebenen 
Farbreaktion gemessen wurde, war zwar etwas zeitraubender als der Arylamin­
transacetylase-Test, ergab jedoch gute Proportionalität zur eingesetzten Pyruvat -
oxydase-Menge. I m einzelnen wurde das zu testende Enzympräparat 30 min in 
einem Gesamtvolumen von 1,2 m l mit 2,5 · 10~ 3 Μ Pyruvat , 2,5 · 10~ 3 Μ Acetal­
dehyd, 1,8 · ΙΟ- 3 Μ M g S 0 4 , 0,67 · ΙΟ" 3 Μ ΤΡΡ und 0,1 Μ Citronensäure/NaOH-
Puffer pH 6,0 bei 30° C inkubiert. Danach wurde der Ansatz 5 min ins kochende 
Wasserbad gestellt, abgekühlt und zentrifugiert. Der Überstand wurde mit Wasser 
auf 5,0 ml aufgefüllt und je 1,0 m l 0 , 5 % Kreatin-Lösung und 5 % oc-Naphthol in 
2,5 Ν N a O H wurden in Anlehnung an die Vorschrift von W E S T E R F E L D [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 χημ die E x t i n k ­
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 K O R K E S U . Mitarb. [12] 
sowie D A W S O N U . Mitarb. [5] an. Frische Schweineherzen wurden von Fett - und 
Bindegewebe sowie Blutgerinseln befreit, in Stücke geschnitten, 2 Std in die Tief­
kühltruhe (—20° C) gelegt (statt dessen kann auch auf 0°C gekühlt werden) und 
halbgefroren durch den Fleischwolf gedreht. Der Bre i wurde mit 5 Volumen kaltem 
H 2 0 fünfmal auf der Zentrifuge gewaschen (nach Suspendieren wird jeweils 20 min 
bei 5000 χ g) zentrifugiert. Das Sediment ist, bei — 20° C eingefroren, wochenlang 
haltbar. 100 g gefrorener Bre i wurden in 350 ml kaltem 0,02 Μ Phosphatpuffer 
p H 7,0 im Starmix homogeniert. Das Homogenat ließ 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 Μ Phosphatpuffer p n 7,0 im Starmix suspendiert und 20 min bei 
4500 X g und 3°C zentrifugiert. Die beiden Überstände wurden vereinigt und mit 
24,5 g feingepulvertem Ammoniumsulfat pro 100 ml ( 3 5 % Sättigung) versetzt. 
Das gefällte Protein wurde 30 min bei 4500 X g und 3°C abzentrifugiert. Das 
Sediment wurde in 25 ml 0,02 Μ Phosphatpuffer p n 7,0 aufgenommen und bei 
—20° C eingefroren. Nach 1—2 Tagen wurde das in diesem Zustand wochenlang 
haltbare E n z y m aufgetaut und 30 min bei 22000 X g und 0°C zentrifugiert (statt­
dessen kann auch gleich nach der Ammoniumsulfatfällung 60 min bei 100000 X g 
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zentrifugiert werden). Der Überstand enthielt 6 0 % der Pyruvatoxydase-Aktivität 
der vereinigten Phosphatextrakte. Die Enzymlösung wurde auf das Vierfache mit 
kaltem 0,02 Μ Phosphatpuffer pH 7,0 verdünnt. Dann wurde bei —15°C 96%iges 
Äthanol (mit Benzin vergällt) bis 30 V o l . - % Endkonzentration schnell eingerührt 
(„Plumpem" nach B E I S E N H E R Z U . Mitarb. [1]). Fällt man aus unverdünnter P y r u -
vatoxydase-Lösung, so werden 40 V o l . - % Äthanol benötigt. Die Suspension wurde 
sofort 30 min bei 22000 X g und —10° C zentrifugiert. Man erhielt eine auf der 
klaren Lösung schwimmende Proteinhaut und gelegentlich ein am Boden sitzendes 
Sediment. Sediment und Haut wurden in 0,001 Μ Phosphatpuffer pH 6,0 aufge­
nommen (1/10 des Volumens vor der Äthanolfällung). Die gut geplümperte Suspen­
sion wurde 30 min bei 22000 X g und 0° C zentrifugiert. Die Proteinhaut auf der 
Oberfläche und das Sediment wurden verworfen. Das opalescierende Fi l trat enthielt 
etwa ein Drittel der Pyruvatoxydase-Aktivität in der Ammoniumsulfatfällung. Das 
Pyruvatoxydase-Präparat ist bei 3°C einige Tage ohne wesentlichen Aktivitäts­
verlust haltbar. Zusatz von Äthylendiamintetraacetat (Trilon) verbessert die Halt ­
barkeit nicht ; Einfrieren verschlechtert sie. 

Papierchromatographische Isolierung von H E T P P . 3—4 mg Pyruvatoxydase 
(spezifische Aktivität etwa 1,0) wurden in einem Gesamtvolumen von 1,4 ml mit 
0,016 Μ Trishydroxymethylaminomethan-HCl-Puffer p H 7,4, 0,8 · 10~ 3 Μ ΤΡΡ, 
1,2 · ΙΟ" 3 Μ M g S 0 4 und 1,8 · ΙΟ" 3 Μ 2- 1 4 C-Pyruvat (4 μ0 1 4 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 Abkühlen 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 Überstände wurden im Vakuum-Rotationsverdampfer eingeengt und 
auf Schi. 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 U V - L a m p e die Stellen 
mit Fluorescenzlöschung markiert. Die Dichte der Schraffierung in Abb. 4 gibt die 
Intensität der UV-Fluorescenzlöschung wieder. Die Radioaktivität der Chromato­
gramme wurde mit dem Radiopapierchromatographen F H 452 (Frieseke & Hoepf-
ner, Erlangen) registriert (vgl. Abb.4). Die " C - H E T P P enthaltende Stelle des 
Chromatogramms wurde mit Wasser eluiert und rechromatographiert (vgl. Tei l Β 
in Abb. 4). 

Sollte die Ausbeute an Radioaktivität im papierchromatographisch abgetrenn­
ten H E T P P bestimmt werden (vgl. Abb.5 und 7), so wurde das aus dem ersten 
Chromatogramm eluierte H E T P P rechromatographiert, mit Wasser eluiert und 
Proben auf Aluminium-Schälchen eingetrocknet (Massenbelegung im Bereich 
unendlich dünner Schicht). Gezählt wurde im Hnndprobenwechsler F H 411 mit dem 
Methandurchflußzählrohr F H 407 (Frieseke & Hoepfner, Erlangen). Zur Berech­
nung der H E T P P - A u s b e u t e in Mol wurde das zur H E T P P - G e w i n n u n g eingesetzte 
2 - M C - P y r u v a t unter denselben Bedingungen ausgezählt und der molare Gehalt des 
2- 1 4 C-Pyruvats mit kristallisierter Lactatdehydrogenase und D P N H im optischen 
Test nach W A R B U R G ermittelt. Zu berücksichtigen ist, daß bei der Papierchromato­
graphie unter unseren Bedingungen etwa 3 0 % des eingesetzten 1 4 C - H E T P P nicht 
mehr wiedergefunden wurden. 

Isolierung von H E T P P durch Ionenaustausehcnromatographie, Zur Gewinnung 
von H E T P P durch Ionenaustausehehromatographie wurden die vorstehend für die 
Papierchromatographie beschriebenen Ansätze verzehnfacht (Gesamtvolumen 
14 ml). I m Unterschied zu den Ansätzen für die Papier Chromatographie wurde 
jedoch die Endkonzentration der Puffer erniedrigt, um die Belastung der Austauscher­
säulen mit Ionen zu verringern. Arbeitet man mit höheren Ionen-Konzentrationen, 
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so werden die Pufferionen auf der Säule adsorbiert und T P P und H E T P P werden 
nicht adsorbiert und finden sich im Waschwasser. Nach Stoppen mit heißem Methanol 
und Einengen wurden die Extrakte auf Ionenaustauscher-Säulen gegeben. Die 
Säulen enthielten bei einem Durchmesser von 1 cm 16 ml Dowex 2-C1 χ 10, 
200—400 mesh. Zuerst wurde mit 100 ml Wasser gewaschen, dann ließen wir 
10~3 Ν H C l in ein Mischgefäß mit 250 ml Wasser zulaufen, um mit steigendem 
HCl-Gradienten zu eluieren. Nach Erscheinen des H E T P P wurde das unveränderte 
2 - 1 4 C-Pyruvat durch Einfließenlassen von 3 Ν H C l in das Mischgefäß eluiert. Die 
Elution erfolgte mit einer Geschwindigkeit von etwa 1 ml pro Minute. Das Volumen 
der automatisch gesammelten Fraktionen betrug 4 ml . I n Abb. 8 sind die E x t i n k ­
tionen (d = 1 cm) derFraktionen bei der Wellenlänge des isosbestischen Punktes für 
T P P (272,5 m/z), sowie die im automatischen Probenwechsler F H 448 mit dem 
Methandurchflußzählrohr F H 407 (mit Endfenster) bei Impulsvorwahl 10 2 gezählten 
IpM von je 0,2 ml der Fraktionen aufgetragen. Die Proben wurden auf Polyvinyl ­
chlorid-Scheiben, die i n Aluminiumschälchen gelegt waren, aufgetragen und im 
Luftstrom getrocknet. E s hat sich gezeigt, daß die Verwendung von Ι Ο - 3 Ν H C l 
bei der Gradienten-Elution eine bessere Trennung von H E T P P und T P P ermög­
licht als die früher von uns [10] verwendete 2 · 10~ 2 Ν H C l . 

Die Kapazität des von uns verwendeten Austauschers beträgt für Pyruvat 
etwa 1 Millival pro Milliliter, während die Kapazität für T P P weniger als 1 % davon 
beträgt. D a die meisten Pufferanionen ähnliche Affinitäten zum Austauscher wie 
Pyruvat aufweisen, muß deren Konzentration möglichst klein sein, um noch aus­
reichende Bindungskapazität für T P P und H E T P P zu haben. Erscheinen T P P und 
H E T P P auf Grund der Überlastung des Austauschers mit Anionen bereits im 
Waschwasser, so können sie nach ihrer Identifizierung durch Radiopapier Chromato­
graphie erneut der Ionenaustauschchromatographie unterworfen werden. Bei dem 
im unteren T e i l von Abb. 8. dargestellten Versuch, der die Auftrennung eines 
Pyruvatoxydase-Ansatzes bei p n 5 darstellt, wurde die Austauschermenge auf das 
Doppelte (30 ml) gegenüber den sonstigen Versuchen erhöht, um vollständige 
Bindung von T P P und H E T P P trotz höherer Ionenkonzentration des Ansatzes zu 
gewährleisten. 

Besprechung der Ergebnisse 
1. Anreicherung und Eigenschaften von Pyruvatoxydase 

aus Schweineherzmuskel 

M i t d e m i m A b s c h n i t t „Methoden" angegebenen T e s t m i t A r y l a m i n -
t r a n s a c e t y l a s e w u r d e P y r u v a t o x y d a s e a u s S c h w e i n e h e r z m u s k e l a n ­
g e r e i c h e r t . W i r e r z i e l t e n 1 0 — 1 5 f a c h e R e i n i g u n g b e i e iner A u s b e u t e v o n 
2 0 % ( v g l . T a b e l l e ) . 

I m A r y l a m i n t r a n s a c e t y l a s e - T e s t beträgt die Aktivität des gereinigten 
E n z y m s ohne Z u s a t z v o n T P P 5 0 — 6 0 ° / 0 d e r Aktivität b e i Sättigung m i t 
T P P . D u r c h dreistündige D i a l y s e e iner a u f p n 8,5 e ingeste l l ten E n z y m ­
lösung i n 1 0 ~ 3 Μ N a - p h o s p h a t p u f f e r (5 m l m i t 10 m g P r o t e i n ) gegen 5 1 
0 , 1 % Äthylendiamintetraacetat-Lösung v o m p n 8,5 b e i 4 ° C geht die 
Aktivität ohne T P P a u f weniger a l s 1 0 % d e r Aktivität m i t 5 · 1 0 ~ 4 Μ 
T P P zurück. D i e spezif ische Aktivität m i t TPP-Sätt igung geht h i e r b e i 
a u f e i n V i e r t e l des A u s g a n g s w e r t e s zurück. D i e Abhängigkeit d e r A k t i v i ­
tät d e r d i a l y s i e r t e n P y r u v a t o x y d a s e b e i Pyruvatsättigung v o n d e r 
K o n z e n t r a t i o n a n T P P i s t i n A b b . l wiedergegeben. A l s M i c h a e l i s -
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k o n s t a n t e für T P P ergibt s i c h 2,5 · Μ ) - 7 Mole/1. N e u e r d i n g s [11] führen 
w i r die A b s p a l t u n g v o n T P P folgendermaßen d u r c h : die v e r e i n i g t e n 
E x t r a k t e i n 0,02 Μ N a - p h o s p h a t p u f f e r p H 7,0 (siehe K a p i t e l „Methoden" 
bei „Anreicherung v o n P y r u v a t o x y d a s e " ) w e r d e n m i t 2 , 5 % N H 4 O H a u f 
P H 8,5 g e b r a c h t u n d 

Tabelle. Anreicherung von Pyruvatoxydase aus 
Schweineherzmuskel 

Der zur Verfolgung der Anreicherung benutzte 
Arylamintransacetylase-Test und die Definition der 

Einheiten sind bei „Methoden" angegeben 

Reinigungsstufe 
spezifische 
Aktivität 

(Einheiten 
pro mg Protein) 

Einheiten 
im Gesamt­

ansatz 

Aus­
beute 

°/o 

Phosphatextrakt 1 0 ,07-0 ,09 172 100 

Ammoniumsulfat-
0 ,25-0 ,35 104 60 fällung 0 ,25-0 ,35 104 60 

Äthanolfällung 0,8 - 1 , 3 34 20 

1 Der Wert für die Aktivität des Rohextraktes 
ist unsicher. 

30 m i n b e i 0 ° C s t e h e n 
gelassen . D a n n w e r d e n 
l a n g s a m 24 ,5 g A m ­
m o n i u m s u l f a t p r o 100 m l 
h inzugegeben , w o b e i 
das p n d u r c h l a u f e n d e n 
Z u s a t z v o n 2 , 5 % N H 4 O H 
a u f 8,5 g e h a l t e n w i r d . 
N a c h Z e n t r i f u g i e r e n 
w i r d d a s S e d i m e n t i n 
1,9 Μ A m m o n i u m s u l f a t ­
lösung v o m p n 8,5 ( m i t 
N H 4 O H eingestel l t ) 
s u s p e n d i e r t u n d e r n e u t 
z e n t r i f u g i e r t . N u n w i r d 
i n 0,02 Μ P h o s p h a t ­
puffer p n 7,0 aufge­
n o m m e n u n d b e i — 20° C 
a u f b e w a h r t . F a l l s n o t ­
w e n d i g , k a n n n a c h K l a r -
zentr i fugieren d u r c h A l -
k o h o l f r a k t i o n i e r u n g w e i ­
ter gereinigt w e r d e n , w i e 
i m K a p i t e l „ M e t h o d e n " 
angegeben. D i e A k t i v i ­
tät d e r a r t i g e r Präparate 
m i t TPP-Sättigung ( c a . 
5 · Ι Ο - 4 Mole/1) i s t d ie ­
selbe w i e b e i d e r A u f a r ­
b e i t u n g des P h o s p h a t e x ­
t r a k t e s ohne a l k a l i s c h e 
B e h a n d l u n g ; die A k t i ­
vität ohne T P P beträgt 
weniger a l s 3 % der A k t i ­
vität be i T P P - Sättigung. 

I n A b b . 2 i s t die K i n e t i k d e r R e k o m b i n a t i o n des A p o e n z y m s y s t e m s 
m i t T P P wiedergegeben. H i e r z u w u r d e i m s o n s t k o m p l e t t e n T e s t s y s t e m 
der P y r u v a t u m s a t z d u r c h Z u s a t z v e r s c h i e d e n e r T P P - K o n z e n t r a t i o n e n 

10 15 

A b b . l . Reaktionsgeschwindigkeit von Apopyruvatoxydase 
mit verschiedenen Konzentrationen an T P P mit dem im 
Abschnitt „Methoden" beschriebenen Pyruvatoxydase test. 
Die Reaktionsgeschwindigkeit nimmt nach Start durch 
Pyruvat-Zusatz bis zum Erreichen einer konstanten E n d ­
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 Kreuze geben die konstante Endgeschwindigkeit 

wieder 



4 7 8 P . S O R I B A und Η . H O L Z E R : 

gestartet . D i e R e k o m b i n a t i o n findet n i c h t unmeßbar schnel l s t a t t , w i e 
dies beispie lsweise b e i m S t a r t v o n D e h y d r i e r u n g s r e a k t i o n e n m i t D P N 
oder v o n K i n a s e r e a k t i o n e n m i t A T P d e r F a l l i s t , s o n d e r n die R e k o m ­
b i n a t i o n , d . h . d a s E r r e i c h e n d e r m a x i m a l e n R e a k t i o n s g e s c h w i n d i g k e i t , 

e 8 
i ( m i n ) — 

Abb. 2. Kinetik der Rekombination von Apopyruvatoxydase mit verschiedenen Konzentrationen 
T P P . Zusammensetzung des Pyruvatoxydase-Testsystems siehe bei „Methoden" 

^3. ι ι . ι : . ι ! 
-60 -W -20 0 20 W 60 80 100 120xW3 

J_ ^ 
s 

Abb. 3. Michaelis-Konstante der Pyruvatoxydase mit Pyruvat. Die reziproken Werte der Reaktions­
geschwindigkeit V (Einheiten im Arylamintransacetylase-Test pro ml Enzym) und der Substrat­
konzentration S (Mole Pyruvat pro Liter) wurden nach L I N B W E A V B R nnd B U R K 1 4 aufgetragen. 
Τ = 26° C. Spezifische Aktivität der Pyruvatoxydase (gereinigt bis einschließlich Äthanolfällung) 

0,90. Als Michaelis-Konstante ergibt sich Km = 2,1 · 1 0 - 6 Mole/1 

benötigt m e h r e r e M i n u t e n . D i e G e s c h w i n d i g k e i t d e r R e k o m b i n a t i o n i s t 
v o n der K o n z e n t r a t i o n a n T P P abhängig. E i n e ähnliche R e k o m b i n a t i o n s ­
k i n e t i k h a b e n w i r früher b e i m Z u s a t z v o n T P P z u gereinigter A p o p y r u -
v a t d e c a r b o x y l a s e a u s B i e r h e f e b e o b a c h t e t . 

E i n e A u s w e r t u n g der Abhängigkeit der Aktivität be i TPP-Sättigung 
v o n der K o n z e n t r a t i o n a n P y r u v a t n a c h L I N E W E A V E R U . B U R K [ 1 4 ] i s t 
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i n A b b . 3 wiedergegeben. A l s M i c h a e l i s k o n s t a n t e für P y r u v a t ergibt s i c h 
2,1 · 1 0 ~ 5 Mole p r o L i t e r . 

2. Papierchromatographische Isolierung von HETPP 
A u s Ansätzen v o n gereinigter P y r u v a t o x y d a s e aus S c h w e i n e h e r z ­

m u s k e l m i t 2 - 1 4 C - P y r u v a t läßt s i c h n a c h Abstoppen m i t heißem M e t h a ­
no l , ebenso wie früher für Ansätze m i t P y r u v a t o x y d a s e a u s H e f e m i t o -

Abb.4. Radiopapierchromatogramm. (Teil Ä) und Rechromatogramm (Teil B ) eines Ansatzes von 
Pyruvatoxydase mit 2 - "C-Pyruvat . Über den Chromatogrammen (die Schraffierung gibt die Inten­
sität der UV-Absorption wieder) ist die im Radiopapierchromatographen P H 452 registrierte Radio­
aktivität eingetragen. Weitere Einzelheiten siehe unter „Methoden" bei ,.Papierchromatographische 
Isolierung von H E T P P " . G i p f e l ! ist H E T P P , Gipfel I I ist uneinheitlich und besteht zum Teil aus 
H E T P (α-Hydroxyäthylmonophosphat) und eventuell H E T P P sowie weiteren unbekannten Substan­
zen. Durch Versuche mit l - 1 4 C - P y r u v a t ist gesichert, daß Gipfel II kein H C E T P P (siehe Legende 
Abb. 6) enthält. Gipfel I I I ist eine im 2- "C-Pyruvat enthaltene Verunreinigung. Gipfel I V ist nicht 

umgesetztes 2- "C-Pyruvat 

c h o n d r i e n b e s c h r i e b e n [ 1 0 ] , 1 4 C - H E T P P d u r c h I o n e n a u s t a u s c h c h r o -
rnatographie i s o l i e r e n (vgl . A b s c h n i t t 5. dieses K a p i t e l s ) . Für b e s t i m m t e 
F r a g e s t e l l u n g e n v e r w e n d e t e n w i r j e d o c h die mühelosere p a p i e r c h r o m a t o -
g r a p h i s c h e A u f t r e n n u n g d e r M e t h a n o l e x t r a k t e unserer Ansätze m i t 
anschließender R a d i o c h r o m a t o g r a p h i e , wie sie früher für die I s o l i e r u n g 
v o n 1 4 C - H E T P P a u s Pyruvatdecarboxylase-Ansätzen b e s c h r i e b e n 
w u r d e [7, 8 ] . E i n B e i s p i e l i s t i n A b b . 4 wiedergegeben. B e i d e r a r t i g e n 
C h r o m a t o g r a m m e n v o n Ansätzen m i t h o h e m Salzgehal t d a r f d e n B e ­
w e r t e n z u r I d e n t i f i z i e r u n g v o n S u b s t a n z e n keine B e d e u t u n g beigelegt 
w e r d e n . 1 4 C - H E T P P w i r d j e d o c h l e i c h t a ls Radioaktivitätsgipfel e r k a n n t , 
der s i c h a n der v o r d e r e n F r o n t der T P P - Z o n e ( lokal is iert d u r c h U V -
Fluorescenzlöschung u n d Thiochrom-Sprühtest) befindet. N a c h d e r 
E l u t i o n w i r d 1 4 C - H E T P P endgültig d u r c h N a c h w e i s der F r e i s e t z u n g v o n 
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1 4 C - A c e t a l d e h y d b e i d e r I n k u b a t i o n m i t A p o p y r u v a t d e c a r b o x y l a s e 
ident i f iz iert (vg l . [ 8 , 1 6 ] ) . B e i d e n i m A b s c h n i t t 3 u n d 4 dieses K a p i t e l s 
dargeste l l ten V e r s u c h e n w u r d e die i n A b b . 4 wiedergegebene P a p i e r ­
c h r o m a t o g r a p h i e m i t anschließender R e c h r o m a t o g r a p h i e u n d Auszäh­
l u n g d e r Radioaktivität des e l u i e r t e n 1 4 C - H E T P P a ls R o u t i n e m e t h o d e 
v e r w e n d e t . 

O h n e E r f o l g v e r s u c h t e n w i r a u s Ansätzen v o n P y r u v a t o x y d a s e m i t 
l - 1 4 C - P y r u v a t i n P h o s p h a t p u f f e r v o m p n 5 , 0 oder i n T r i s h y d r o x y -
m e t h y l a m i n o m e t h a n - H C l - P u f f e r v o m p n 7 , 4 die früher i n Ansätzen v o n 
P y r u v a t d e c a r b o x y l a s e m i t l - 1 4 C - P y r u v a t beschriebene [7 , 8 ] P y r u v a t -
T P P - V e r b i n d u n g („aktives P y r u v a t " = a-Hydroxy-a-carboxy-äthyl-
T P P ) z u i s o l i e r e n 1 . A u c h i n Ansätzen m i t P y r u v a t o x y d a s e a u s H e f e -
m i t o c h o n d r i e n u n d l - 1 4 C - P y r u v a t [ 1 0 ] k o n n t e n w i r k e i n „aktives 
P y r u v a t " n a c h w e i s e n . 

3. Kinetik der Anhäufung von ^C-HETPP bei der Inkubation von 
Pyruvatoxydase mit 2-140-Pyruvat 

M i t d e r p a p i e r c h r o m a t o g r a p h i s c h e n M e t h o d e (vgl . A b b . 4 ) w u r d e n 
Ansätze v o n P y r u v a t o x y d a s e m i t 2 - 1 4 C - P y r u v a t u n t e r V a r i a t i o n der 
I n k u b a t i o n s d a u e r aufgearbei tet . M a n s i e h t a u s A b b . 5, daß die A u s ­
beute a n H E T P P bei mehrstündiger I n k u b a t i o n l a u f e n d z u n i m m t . 
Völlig a n d e r e Verhältnisse h a t t e n w i r b e i der I n k u b a t i o n v o n gereinigter 
P y r u v a t d e c a r b o x y l a s e a u s H e f e m i t 2 - 1 4 C - P y r u v a t b e o b a c h t e t [7, 8 ] . 
B e i d i e s e n V e r s u c h e n w u r d e n die Ansätze 7 — 1 0 sec n a c h Z u s a t z v o n 
P y r u v a t abgestoppt u n d a u f 1 4 C - H E T P P a u f g e a r b e i t e t ; längere I n k u ­
b a t i o n führte z u k e i n e r Vergrößerung d e r A u s b e u t e a n 1 4 C - H E T P P . 
E i n w e i t e r e r U n t e r s c h i e d b e s t e h t d a r i n , daß die 1 4 C - H E T P P - A u s b e u t e , 
bezogen a u f die eingesetzte P r o t e i n m e n g e , b e i V e r w e n d u n g v o n P y r u v a t ­
o x y d a s e u n d langer I n k u b a t i o n s z e i t , u m m e h r e r e Z e h n e r p o t e n z e n 
größer i s t a l s be i u n s e r e n früheren V e r s u c h e n m i t P y r u v a t d e c a r b o x y l a s e . 
E i n e Erklärung für diese U n t e r s c h i e d e s e h e n w i r i m f o l g e n d e n : B e i der 
I n k u b a t i o n v o n P y r u v a t d e c a r b o x y l a s e m i t P y r u v a t läuft die s e h r 
r a s c h e B i l a n z - R e a k t i o n P y r u v a t - > A c e t a l d e h y d + C 0 2 a b , die n a c h 
wenigen M i n u t e n beendet i s t b z w . d u r c h d e n a n g e s t a u t e n A c e t a l d e h y d 
g e h e m m t w i r d . B e i m A b s t o p p e n m i t heißem M e t h a n o l w i r d die sehr 
k l e i n e stationär i m reagierenden S y s t e m v o r h a n d e n e K o n z e n t r a t i o n a n 

1 Wir haben die Pyruvat-TPP-Verbindung früher [7, 8] als a - L a c t y l - T P P 
bezeichnet. Dieser Name ist irreführend, da man eine Bindung über die Carboxyl-
gruppe der Milchsäure vermutet. S H U S T E R U . L Y N E N verwenden deshalb die Be­
zeichnung oc-Pyrophosphoryl-thiaminyl-lactat [17]. Wir schlagen in Anlehnung an 
die Bezeichnung des „aktiven Acetaldehyds" als oc-Hydroxy-äthyl-TPP [3,13] für 
die Pyruvatverbindung die Bezeichnung oc-Hydroxy-a-carboxy-äthyl-TPP mit der 
Abkürzung H C E T P P vor. 
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Pyruvat 

1 4 C - H E T P P fixiert. B e i d e n V e r s u c h e n m i t P y r u v a t o x y d a s e k a n n d a ­
gegen k e i n e k o m p l e t t e R e a k t i o n a b l a u f e n , d a w i r d e m S y s t e m weder 
D P N n o c h C o e n z y m Α a l s A c c e p t o r e n für d e n D e h y d r i e r u n g s w a s s e r s t o f f 
u n d d e n b e i d e r o x y d a t i v e n D e c a r b o x y l i e r u n g e n t s t e h e n d e n A c e t y l r e s t 
z u s e t z e n . E s k o m m t n a c h Z u s a t z v o n P y r u v a t s e h r s c h n e l l z u einer 
Überführung des v o r h a n d e n e n T P P i n H E T P P , dessen K o n z e n t r a t i o n 
ebenso w i e be i d e n V e r s u c h e n m i t P y r u ­
v a t d e c a r b o x y l a s e sehr k l e i n i s t . D i e s e 
k l e i n e 1 4 C - H E T P P - K o n z e n t r a t i o n beob­
a c h t e n w i r i n d e n e r s t e n M i n u t e n n a c h B e ­
g i n n der I n k u b a t i o n (vgl . A b b . 5 : S c h n i t t ­
p u n k t der K u r v e m i t der O r d i n a t e b e i e t w a 
5 — 1 0 · Ι Ο " 4 ^ M o l e H E T P P pro A n s a t z ) . 

(langsam) 

HETPP 

(schnell) 

PO-TPP PO-HCETPP 

Pyrui/af 

TPPPO 

(langsam) 

PO-HCETPP 

120 180 
Inkubationszeit in min 

2W 

Abb. 5 Abb. 6 
Abb. δ. Kinetik der Anhäufung von " C - H E T P P bei der Inkubation von Pyruvatoxydase mit 2 - " C -
Pyruvat bei pn 7,4. Die Zusammensetzung und Aufarbeitung der Ansätze durch Papierchromato­
graphie und Ilechromatographie, die Auszählung des eluierten H E T P P auf Aluminiumschälchen und 
die Berechnung der molaren HETPP-Ausbeute sind im Abschnitt „Methoden" unter „Papier-

cluOmatographische Isolierung von H E T P P " angegeben 
Abb. 6. Zwei Möglichkeiten für den Mechanismus der „langsamen" Anhäufung von H E T P P mit 
Pyruvatoxydase (PO) und Pyruvat. P O - T P P = PO mit fest gebundenem, nicht dissoziierbarem 
T P P ; P O . . . T P P = PO mit dissoziierbarem T P P ; H C E T P P = a-Hydroxy-a-carboxyäthyl-TPP 

(„aktives Pyruvat " ) 

D a n e b e n e n t s t e h t i n e iner r e l a t i v z u r k o m p l e t t e n P y r u v a t o x y d a s e -
R e a k t i o n u m e t w a sechs Z e h n e r p o t e n z e n l a n g s a m e r e n R e a k t i o n weiteres 
H E T P P , d a s s i c h i m V e r l a u f v o n S t u n d e n anhäuft ( v g l . A b b . 5 ) . L i m i ­
t i e r e n d für die l a n g s a m e Anhäufung v o n H E T P P i s t n i c h t e i n Z w i s c h e n -
s c h r i t t d e r P y r u v a t o x y d a s e - R e a k t i o n s f o l g e , s o n d e r n e i n außerhalb dieser 
R e a k t i o n s f o l g e l iegender 1 0 6 m a l l a n g s a m e r e r R e a k t i o n s s c h r i t t . D i e 
A u s b e u t e a n H E T P P i s t der e ingesetzten Aktivität a n P y r u v a t o x y d a s e 
p r o p o r t i o n a l . Z u m B e i s p i e l e r h i e l t e n w i r m i t 1,3 b z w . 2,6 Aktivitäts­
e i n h e i t e n ( A r y l a m i n t r a n s a c e t y l a s e t e s t ) p r o A n s a t z n a c h 60 m i n I n k u b a t i o n 

Biochem. Z. t B d . 334 32 
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38 · 1 0 - 4 b z w . 74 · Ι Ο " 4 μΜοΙβ Η Ε Τ Ρ Ρ . V e r g l e i c h t m a n die Anhäu­
f u n g v o n H E T P P u n t e r sonst g l e i c h e n B e d i n g u n g e n m i t u n d ohne 
Z u s a t z v o n T P P , so f indet m a n n a c h 60 m i n I n k u b a t i o n m i t T P P eine 
e t w a z e h n f a c h höhere H E T P P - A u s b e u t e . D a die Aktivität d e r i n d i e s e m 
V e r s u c h v e r w e n d e t e n P y r u v a t o x y d a s e i m A r y l a m i n t r a n s a c e t y l a s e t e s t 
n u r u m c a . 5 0 ° / 0 d u r c h T P P - Z u s a t z z u erhöhen i s t , ze igt dieses E r g e b n i s , 
daß der d issoz i ierbare A n t e i l des T P P e n t s c h e i d e n d a n der i m V e r l a u f 
v o n S t u n d e n erfolgenden Anhäufung v o n H E T P P betei l igt i s t . E i n w e i ­
teres A r g u m e n t für die entscheidende B e t e i l i g u n g v o n d issoz i ierbarem 
T P P a n d e r H E T P P - A n h ä u f u n g ergibt s i c h a u s d e n Mengenverhältnissen 
H E T P P : P y r u v a t o x y d a s e . W i r f a n d e n 1 M o l H E T P P p r o 2 3 0 0 0 g 
P y r u v a t o x y d a s e - P r o t e i n . D a d a s M o l e k u l a r g e w i c h t d e r P y r u v a t o x y d a s e 
m i t 1—-2 M i l l i o n e n angegeben w i r d , müßten p r o M o l P y r u v a t o x y d a s e 
4 0 — 8 0 a k t i v e H E T P P - b i l d e n d e S t e l l e n v o r h a n d e n s e i n , u m eine stöchio-
m e t r i s c h e H E T P P - B i l d u n g z u erklären. D a dieses äußerst u n w a h r s c h e i n ­
l i c h i s t , schließen w i r , daß dissozi ierendes T P P eine w e s e n t l i c h e R o l l e b e i 
der HETPP-Anhäufung spie l t . 

W i r d i s k u t i e r e n a u f G r u n d dieser V e r s u c h e für d e n M e c h a n i s m u s d e r 
l a n g s a m e n HETPP-Anhäufung die b e i d e n i n A b b . 6 dargeste l l ten Mög­
l i c h k e i t e n . B e i d e r u n t e r I angeführten MögHchkeit besteht die „lang­
s a m e " H E T P P anhäufende R e a k t i o n i n e iner Übertragung des a n fest, 
g e b u n d e n e m T P P angehängten A c e t a l d e h y d r e s t e s a u f d issoz i ierendes , 
n i c h t gebundenes T P P . B e i d e r Möglichkeit I I erfolgt die , , langsame'* 
HETPP-Anhäufung d u r c h l a n g s a m e R e a k t i o n des d issoz i ierenden T P P 
a m C o e n z y m - f r e i e n A n t e i l der P y r u v a t o x y d a s e . E x p e r i m e n t e , die diese*, 
F r a g e klären sol len , s i n d geplant . 

4. pH-Abhängigkeit der BE TPP-Anhäufung 
D a s p H - O p t i m u m der m i t d e m A r y l a m i n t r a n s a c e t y l a s e t e s t gemessenen. 

O x y d a t i o n v o n P y r u v a t z u A c e t y l - C o A l iegt bei 8,0. B e i d iesem p ^ 
findet n u r eine geringe Anhäufung v o n H E T P P bei d e r I n k u b a t i o n ohne-
D P N u n d C o e n z y m Α s t a t t . D a g e g e n i s t be i p H 4 , 5 — 5 die H E T P P -
Anhäufung u m e i n v ie l faches größer, o b w o h l i n d i e s e m p n - B e r e i c h 
ke ine Aktivität des k o m p l e t t e n P y r u v a t - O x y d a s e - S y s t e m s m e h r v o r ­
l iegt (vg l . A b b . 7 ) . E i n e Erklärung hierfür sehen w i r i n d e r v e r s c h i e d e n e n 
pH-Abhängigkeit d e r g e s c h w i n d i g k e i t s b e g r e n z e n d e n R e a k t i o n s s c h r i t t e : 
der b e i d e n R e a k t i o n s f o l g e n . B e i der HETPP-Anhäufung i s t die B e ­
l a d u n g des d issoz i ierenden T P P m i t d e m A l d e h y d r e s t n a c h einer der 
beiden i n A b b . 6 dargeste l l ten Möghchkeiten g e s c h w i n d i g k e i t s b e g r e n z e n d . 
D a s O p t i m u m dieses R e a k t i o n s s c h r i t t e s dürfte b e i p n 4 , 5 — 5 liegen. I m 
Gegensatz d a z u i s t d a s p n - O p t i m u m des g e s c h w i n d i g k e i t s b e s t i m m e n d e n 
S c h r i t t e s d e r u m sechs Z e h n e r p o t e n z e n r a s c h e r erfolgenden P y r u v a t -
o x y d a s e - R e a k t i o n i m s c h w a c h a l k a l i s c h e n B e r e i c h . 
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B e i pn 5 n i m m t ebenso wie be i pH 7,4 die A u s b e u t e a n H E T P P 
annähernd p r o p o r t i o n a l z u r I n k u b a t i o n s z e i t z u . W i r e r h i e l t e n i n e i n e m 
A n s a t z , d e r p r i n z i p i e l l g le ich , w i e i n A b b . 5 für die I n k u b a t i o n be i p n 7,4 
angegeben, z u s a m m e n g e s e t z t w a r , n a c h 15 m i n I n k u b a t i o n s z e i t 0,025 
μΜοΙβ u n d n a c h 60 m i n 0,074 ,«Mole 1 4 C - H E T P P . D i e Ste igerung der 
A u s b e u t e a n H E T P P d u r c h A n w e n d u n g eines s c h w a c h s a u r e n M i l i e u s 
b e i der I n k u b a t i o n gestattet , b i s 1 0 % des eingesetzten 1 4 C - P y r u v a t s i n 
1 4 C - H E T P P überzuführen. B e i s p i e l s w e i s e w u r d e n bei d e m i m u n t e r e n 

1000 

Abb.7. Abhängigkeit der Pyruvatoxydase-Aktivität und der HETPP-Anhäufung vom ρ κ. Für die 
Versuche wurden folgende Puffer verwendet: Citrat-HCl (A A), Sörensen-Phosphat ( · · ) , 
Trishyckoxymcthylaminomethan-HCl (o o). Die Endkonzentration der Puffer war in den 
Versuchen zur HETPP-Anhäufung 0,016 Μ und beim Pyruvatoxydase-Test mit Arylamintrans­
acetylase 0,1 M. Der Pyruvatoxydase-Test mit Arylamintransacetylase und die Ansätze zur H E T P P -
Anhäufung mit Aufarbeitung durch Papicrcliromatographie und Ausbeute-Bestimmung durch 

Radioaküvitätsmcssung sind im Abschnitt „Methoden" beschrieben 

T e i l v o n A b b . 8 wiedergegebenen V e r s u c h 18 ΓΜοΙβ 2 - 1 4 C - P y r u v a t e i n ­
gesetzt u n d 1,8 / /Mole 1 4 C - H E T P P c h r o m a t o g r a p h i s c h iso l iert . K o n t r o l l ­
v e r s u c h e m i t d e m k o m p l e t t e n S y s t e m , j e d o c h ohne P y r u v a t o x y d a s e , 
ergaben k e i n e 1 4 C - H E T P P - B i l d u n g . N a c h 5 m i n E r h i t z e n einer P y r u v a t -
oxydase-Lösung i m 0,016 Μ Phosphatpuffer vom p n 5,0 a u f 96°C e r h i e l ­
t e n w i r n o c h 1 0 % , n a c h 15 m i n E r h i t z e n n o c h e t w a 1 % der A u s b e u t e a n 
H E T P P , bezogen a u f d a s n i c h t v o r b e h a n d e l t e E n z y m . 

5. Isolierung von HETPP durch lonenaustausch-Chromatographie 

I o n e n a u s t a u s c h - C h r o m a t o g r a m m e ( E i n z e l h e i t e n siehe u n t e r „Metho­
d e n " ) je eines A n s a t z e s v o n P y r u v a t o x y d a s e m i t 2 - 1 4 C - P y r u v a t b e i 
P H 7,4 b z w . 5,0 s i n d i n A b b . 8 wiedergegeben. D i e p a p i e r c h r o m a t o ­
g r a p h i s c h e U n t e r s u c h u n g der v e r s c h i e d e n e n U V - G i p f e l des p n 7,4-
A n s a t z e s ergab für I T h i a m i n u n d e v e n t u e l l weitere u n b e k a n n t e S u b ­
s t a n z e n , für I I T h i a m i n - m o n o p h o s p h a t , für I I I T h i a m i n - p y r o p h o s p h a t , 

32* 
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für I V u n b e k a n n t e S u b s t a n z e n . D i e e n t s p r e c h e n d e n Radioaktivitäts­

gipfel s i n d I = Hydroxyäthylthiamin ( H E T ) u n d e v e n t u e l l weitere 

u n b e k a n n t e S u b s t a n z e n , I I = Hydroxyäthylthiaminmonophosphat 

2,0r-

Abb.8. Isolierung von H E T P P mittels Ionenaustausch-Chromatographie aus Ansätzen von Pyruvat­
oxydase mit 2- 1 4 C-Pyruvat bei pn 7,4 (oberer Teil der Abbildung) bzw. pn 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 272,5 ταμ und Schichtdicke 1 cm aufgetragen 
(Ringe), sowie die Radioaktivität von je 0,2 ml der Fraktionen in IpM · 10~* (Kreuze). Inkubiert 
wurde, wie im Abschnitt „Methoden" unter „Isolierung von H E T P P durch Ionenaustausch-

Chromatographie'' beschrieben 

( H E T P ) , I I I = H E T P P , I V = P y r u v a t u n d e v e n t u e l l weitere u n b e k a n n t e 

S u b s t a n z e n . D i e Radioaktivität des P y r u v a t e i s t n u r tei lweise erfaßt, d a 
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sa/ure P r o b e n z u r Zählung der Radioaktivität a u f Schäfchen e i n g e t r o c k ­
net w u r d e n u n d h i e r b e i d u r c h Z e r s e t z u n g v o n P y r u v a t s t a r k e V e r l u s t e 
a u f t r a t e n . Während b e i m p n 7 , 4 - A n s a t z H E T P P n u r a l s S c h u l t e r b e i m 
U V - G i p f e l I I I a u f t r i t t , i s t wegen der w e s e n t l i c h größeren H E T P P - M e n g e 
des p n 5 - A n s a t z e s d e r U l t r a v i o l e t t - G i p f e l I I I d e u t l i c h z w e i g e t e i l t . 
F r a k t i o n Α (vgl . A b b . 8 u n t e n ) enthält den H a u p t t e i l des H E T P P n e b e n 
w e n i g T P P ; F r a k t i o n C enthält d e n H a u p t t e i l des T P P n e b e n S p u r e n 
H E T P P . D i e i n d e n G i p f e l n I u n d I I e n t h a l t e n e n d e p h o s p h o r y l i e r t e n 
T P P - D e r i v a t e e n t s t a n d e n w a h r s c h e i n l i c h d u r c h c h e m i s c h D e p h o s p h o r y -
l i e r u n g a m I o n e n - A u s t a u s c h e r . I n der v o n u n s v e r w e n d e t e n P y r u v a t ­
o x y d a s e k o n n t e n w i r k e i n e nennenswerte T P P - d e p h o s p h o r y l i e r e n d e 
Aktivität n a c h w e i s e n . 

I n d e n F r a k t i o n e n Α , Β u n d C des p H 5 -Ansatzes w u r d e n A n a l y s e n 
des G e h a l t e s a n H E T P P n e b e n T P P durchgeführt. H i e r z u w u r d e die 
S u m m e T P P + H E T P P d u r c h M e s s u n g der E x t i n k t i o n b e i 272,5 χημ 
(molarer E x t i n k t i o n s k o e f f i z i e n t für T P P = 7,0 · 10 6 ) u n d d u r c h d e n 
T h i o c h r o m t e s t (2) b e s t i m m t ( im T h i o c h r o m t e s t reagiert H E T P P ebenso 
w i e T P P ) . B e i d e M e t h o d e n ergaben für die S u m m e T P P + H E T P P a u f 
± 1 0 % übereinstimmende W e r t e . 1 4 C - H E T P P wurde d u r c h Auszählung 
der Radioaktivität u n d V e r g l e i c h m i t der b e k a n n t e n spezi f ischen A k t i v i ­
tät des e ingesetzten 2 - 1 4 C - P y r u v a t e ermit te l t . Für F r a k t i o n Α ergaben 
s i c h 5 5 % , für F r a k t i o n Β 3 4 % u n d für F r a k t i o n C weniger a ls 1 % 
H E T P P , bezogen a u f die S u m m e H E T P P + T P P = 1 0 0 % . D a T P P 
d e n e n z y m a t i s c h e n U m s a t z v o n H E T P P k o n k u r r i e r e n d h e m m t , i s t die 
weitgehende B e f r e i u n g des H E T P P v o n T P P V o r a u s s e t z u n g für opt i ­
m a l e n e n z y m a t i s c h e n U m s a t z . D i e s k o n n t e n w i r bei der e n z y m a t i s c h e n 
F r e i s e t z u n g v o n A c e t a l d e h y d aus der vorstehend beschriebenen F r a k t i o n 
Α m i t u n d ohne Z u s a t z v o n T P P zeigen [16] . 

Z u s a m m e n f a s s u n g 

1. P y r u v a t o x j ^ d a s e a u s S c h w e i n e h e r z m u s k e l w u r d e 1 0 — 1 5 f a c h 
angereichert . D i e M i c h a e l i s k o n s t a n t e 777it P j P J M t i s t 2,1 · 1 0 ~ 5 Mole/1, 
m i t T P P 2,5 · 1 0 ~ 7 Mole/1. 

2. B e i der I n k u b a t i o n v o n gereinigter P y r u v a t o x y d a s e m i t P y r u v a t 
u n d T P P (ohne Z u s a t z v o n C o Α u n d D P N ) häuft s i c h a-Hydroxyäthyl-2-
t h i a m i n p y r o p h o s p h a t ( H E T P P = , , a k t i v e r A c e t a l d e h y d " ) a n . D i e p n -
Abhängigkeit dieser R e a k t i o n , b e i der bis 1 0 % des eingesetzten P y r u v a t e 
i n H E T P P überführt w e r d e n k o n n t e n , w i r d beschrieben. D e r M e c h a n i s ­
m u s der R e a k t i o n w i r d d i s k u t i e r t . 

3. D i e R e i n i g u n g v o n H E T P P aus Pyruvatoxydase-Ansätzen m i t 
P a p i e r c h r o m a t o g r a p h i e u n d I o n e n a u s t a u s c h c h r o m a t o g r a p h i e w i r d a n ­
gegeben. 



486 S C R I B A U . H O L Z E R : Gewinnung vona-Hydroxyäthyl-2-thiaminpyrophosphat 

S u m m a r y 

1. P y r u v a t e ox idase f r o m p i g h e a r t m u s c l e h a s been puri f ied 10 to 
15-fold. T h e M i c h a e l i s c o n s t a n t s are 2.1 · 1 0 ~ 5 moles per l i ter for p y r u ­
v a t e a n d 2.5 · 1 0 - 7 moles p e r l i t e r for T P P . 

2. O n i n c u b a t i o n of p u r i f i e d p y r u v a t e ox idase w i t h p y r u v a t e a n d 
T P P ( w i t h o u t t h e a d d i t i o n o f C o A a n d D P N ) a - h y d r o x y e t h y l - 2 - t h i a m i n e 
p y r o p h o s p h a t e ( H E T P P = " a c t i v e a c e t a l d e h y d e " ) a c c u m u l a t e s . T h e p n 
d e p e n d e n c y o f t h i s r e a c t i o n i s d e s c r i b e d . U p to 10 p e r cent of t h e p y r u ­
v a t e i n c u b a t e d c o u l d be t r a n s f o r m e d i n t o H E T P P . T h e r e a c t i o n m e c h a ­
n i s m is d i s c u s s e d . 

3. T h e p u r i f i c a t i o n o f H E T P P f r o m p y r u v a t e oxidase e x p e r i m e n t s 
b y m e a n s o f p a p e r c h r o m a t o g r a p h y a n d i o n e x c h a n g e c h r o m a t o g r a p h y 
i s d e s c r i b e d . 

Fräulein S I L K E S C H N E I D E R danken wir für sorgfältige Mitarbeit. Dem Bundes­
ministerium für Atomkernenergie und Wasserwirtschaft, sowie der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft danken wir für Sachbeihilfen. 
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