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Biosynthes is  of Phosphoeno lpy ruva t e  f rom P y r u v a t e  
b y  E x t r a c t s  f rom Hydrogenomonas eutropha Stra in  H 16 

Summary. Crude extracts from Hydrogenomonas eutropha strain H 16 catalyze 
the biosynthesis of phosphoenolpyruvate from pyruvate and adenosine triphosphate. 
Under identical conditions extracts from Escherichia coli synthesized phosphoenol- 
pyruvate from pyruvate also. 

The reaction product phosphoenolpyruvate has been identified by paper 
chromatography, by employing radioactive pyruvate and by a coupled enzyme 
assay, using a purified preparation of 3-deoxy-D-arabino-heptulonie aeid-7-phosphate 
synthase. AMP has been found as the second product of the PEP-synthase reaction. 
From these results it is concluded that strain H 16 contains an enzyme phosphorylat- 
ing pyruvate directly. 

Zusammen/assung. Zellfreie Extrakte aus Hydrogenomonas eutropha Stature H 16 
katalysieren die Biosynthese yon Phosphoenolpyruvat aus Pyruvat und Adenosin- 
triphosphat. Unter identischen Bedingungen erfolgte diese Synthese auch durch 
Extrakte aus Escherichia coli . 

Das Reaktionsprodukt Phosphoenolpyruvat wurde durch Papierehromato- 
graphie, durch Anwendung yon radioaktivem Pyruvat und durch einen gekoppelten 
enzymatischen Test unter Einsatz eines gereinigten Frgparates yon 3-Desoxy-D- 
arabino-heptulosons~ure-7-phosphat Synthase, AMP wurde als zweites Produkt der 
PEP-Synthasereaktion nachgewiesen. Die Versuehsergebnisse lassen darauf sehlie- 
gen, dab der Stamm H 16 fiber ein Enzym verffigt, welches Pyruvat direkt phosphory- 
liert. 

W/~hrend des W a e h s t u m s  auf  P y r u v a t  und  L a c t a t  als Subs t r a t en  i s t  
Hydrogenomonas eutropha S t a m m  H 16 auf  die Synthese  yon  Phospho-  
e n o l p y r u v a t  (PEP)  aus  P y r u v a t  angewiesen.  Da  die Bi ldung  yon  P E P  

Abkiirzttngen. DAHP = 3-Desoxy-D-arabino-heptulosons~iure-7-phosphat. 
DTT = Dithiothreitol. PEP = Phosphoenolpyruvat. P ~ ortho-Phosphat. PP 
Pyrophosphat. 
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aus Pyruvat  fiber die Pyruvat-Carboxylase- und die nachfolgende PEP- 
Carboxykinase-Reaktion diesem Bakterium nicht mSglich ist (voran- 
gehende Arbeit) und da die Pyruvatkinase-Reaktion aus energetischen 
Grfinden nicht yon Bedeutung sein kann, mug ein anderer Weg zur 
Synthese yon PEP  ffihrcn. Eine unmittelbare PEP-Synthese ans Pyruvat  
durch eine Pyruvat-Phosphorylierung kann durch 2 Enzyme katalysiert 
werden. Die PEP-Synthase (Reaktion 1) wurde yon Cooper u. Kornberg 
(1965) in Escherichia eoli entdeckt; sic wurde auch in Salmonella typhimu- 
rium (O'Brien u. Stern, 1969) und Acinetobacter sp. (Herman u. Bell, 
1970) nachgewiesen. Durch die Beteiligung yon Phosphat an dcr Pyruvat-  
Phosphorylierung unterscheidet sich die Pyruvat-Phosphat-Dikinase yon 
der PEP-Synthase (Reaktion 2). Eine Anzahl tropischer Pflanzen (Hatch 
n. Slack, 1967; Slack, 1968) verffigen fiber dieses Enzym; sein Nachweis 
gelang auch in der Amoebe Entamoeba histolytica (Reeves, 1968), in 
Bacteroides symbiosus (Reeves ct al., 1968), in cinigen phototrophen 
Bakterien (Buchanan u. Evans, 1966) and in Propionibacterium sher- 
manii (Evans u. Wood, 1968). 

Pyruvat @ ATP ~ PEP -4- AMP -~ P (1) 

Pyruvat ~- ATP + P ~ PEP + AMP @ PP (2) 

In  Rohextrakten yon Zellen von Stamm H 16, die auf Lactat  gc- 
wachsen waren, warden eine relativ geringe Pyruvat-Carboxylierung 
demgegenfiber jedoch sehr hohe PEP-Carboxylase-Aktivit&ten gemessen. 
Es war daher die naheliegende Annahme zu prfifen, ob Stamm H 16 
fiber einen direkten Weg dcr PEP-Synthesc vcrffigt. 

Methoden 

Angaben fiber die Anzucht von Hydrogenomona8 eutropha Stature H 16, fiber 
die Extraktgewinnung und die Fraktionierung finden sich in der vorangehenden 
Arbeit (Frings u. Schlegel, 1971). 

Zur Trennung der Phosphatester aus einem Gemisch mit organischen Kompo- 
nenten eignet sich die zweidimensionale Papierchromatographie (Metzner, 1962). 
Die eigentliche Trennung der Phosphatester erfolgt in diesem System mit dem ffir 
die zweite Laufrichtung (in Faserrichtung) benu~zten Gemisch aus sek. :Butanol/ 
Ameisens~ure/Wasser (6:1:2). Zum Nachweis der so aufgetrennten Phosphatester 
wurde die Yon I-Iirsch (1963) verwendete Methode iibernommen. Danach wird das 
getrocknete Chromatogramm mit einem Glucose-Anilin-Reagens bespriiht, kurz 
erhitzt (130~ 5--10 rain) und in noch heigem Zustand nach I-Ianes u. Isherwood 
(1949) (Ammonium-iVIolybdat-Ygeagens) behandelt. Enthielten die chromatogra- 
phierten Reaktionsansiitze radioaktiv markierte Substanzen, so warden die Chro- 
matogramme nach 24 Std Laufzeit luftgetrocknet und in 4 cm breite Liingsstreifen 
(entspreehend der Trennungszone der jeweils aufgetragenen Probe) zerschnitten. 
Die Papierstreifen wurden im Papierradiochromatographen mit angeschlossenem 
Potentiometerschreiber (Frieseke & ttoepfner, Erlangen) ausgezg~hlt. Pyruvat wnrde 
in einer modifizierten 2,4-Dinitrophenylhydrazin-Methode (Kimberg u. Yielding, 

15" 
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1962) bestimmt. Der Naehweis des 3-Desoxy-D-arabino-heptulosonsgure-7-phos- 
phats (DAttP) und der DAHP-Synthase wurde naeh Doy u. Brown (1965) gefiihrt. 

Der Test zum Nachweis einer PEP-Synthese wurde in kleinen einarmigen 
Warburg-Gef~13en (ca. 6 ml Volumen) durchgeffihrt. Der Versuchsansatz enthielt 
(nach Cooper u. Kornberg, 1967; ver~ndert) im Zentralzylinder: 0,10 ml KOH 
(20~ -- im Hauptraum 100 ~zmole TEA-Puffer, pH 8,0 -4- DTT, C02-frei , 
10~mote ATP, 5 Ixmole Pyruvat. Endvolumen 1,26 ml. Die GefgSe wurden 15 rain 
im Wasserbad (30~ vorinkubiert und mit C02-freiem Ne durehstrSmt. Der geak- 
tionsst~rt erfolgte dureh Zukippen der Komponenten aus dem Seitenarm in den 
Hauptraum. In dem mit der DAI-IP-Synthase gekoppelten Test wurde 1 ~mol 
Erythrose-4-phosphat zugegeben. 

Ergebnisse und Diskussion 

Eine PEP-Synthese ist besonders dann unerlgBlieh, wenn dem Organis- 
mus Pyruvat ,  Lacta t  oder Alanin als einzige C-Quelle geboten wird. Daher 
wurden ffir die folgenden Versuehe die Zellen yon H 16 jeweils fiber meh- 
rere Passagen auf Lacta t  angezogen. Die Entseheidung, ob P E P  in 
einem Testsystem, das Pyruvat ,  Mg++, ATP, Puffer und Zellextrakt 
enth~lt (Cooper u. Kornberg, 1967), direkt (naeh Reaktion 1 oder 2) 
oder indirekt (fiber Oxalaeetat) synthetisiert wird, ist nur dann m6glieh, 
wenn CO 2 ~ls geak~ionspartner ausgeschlossen werden kann. Deshalb 
wurden die Versuehe in Warburg-Gef/~gen ausgeffihrt, deren Zentral- 
zylinder 20~ K O H  als CO~-Absorptionsmittel enthielten und die vor 
dem Reaktionsstar t  mindestens 10 rain mit  C02-freiem Stiekstoff dureh- 
spfilt worden waren; es wurde C02-freier Puffer eingesetzt. 

Papier-Chromatographie von Phosphatestern 

Wesentliche Bestandteile des Test~ns~tzes naeh dem Ablauf einer 
Pyruvat-Phosphorylierung kSnnen Orthophosphat und Phosphatester  
(AMP, PEP,  ATP, ADP) sein. Zum Naehweis einer PEP-Synthese 
(Ansatz naeh Cooper u. Kornberg, 1967) wurden zungehst Rohextrakte  
yon Zellen yon H I6, die auf Laeta t  oder autotroph gewaehsen waren, bei 
versehiedenen p g - W e r t e n  des Puffers (7,3, 7,8, 8,24, 8,66) eingesetzt. 
Naeh jeweils 5, 20 und 60 min wurde die Reaktion in je einem Ansatz 
dutch I-IClO~-Zugabe abgestoppt. Die enteiweil3ten und neutralisierten 
t~eaktionsansgtze wurden im Vakuum zur Troekne eingeengt. Der in 
wenig Wasser wiederaufgenommene I~fiekstand wurde absteigend in 
Faserrichtung ehromatographiert  (Metzner, 1962; Hirseh, 1963). Als 
Vergleiehssubstanzen liefen versehiedene Gemische aus ATP, P, P E P  und 
ADP mit. Die Chromatogramme wurden nach 91 Std Laufdauer ent- 
wickelt. Positive Reaktionen ergaben Ansgtze mit  Rohextrakten aus 
lactat-gewaehsenen Zellen bei einem p H  des Puffers yon 8,24 nnd 8,66 - -  
jeweils naeh 20 rain Reaktionsdauer, d.h. hier wurde ein PEP-Fleck 
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dureh Vergleich mit der Referenzsubstanz identifiziert. In den entspre- 
ehenden Ans/~tzen mit Rohextrakten autotroph gewaehsener Zellen lieB 
sieh kein P E P  naehweisen. 

Nachweis einer PEP-Synthese mit 3-1~C-Pyruvat 

Aus 3-14C-Pyruvat entsteht, wenn ein System zur PEP-Synthese 
vorhanden ist, markiertes PEP. Es lagt sieh durch Papierehromato- 
graphie (System II, absteigend, IIirseh, 1963) yore Pyruvat trennen. Die 
Auswertung der Chromatogramme erfolgte im Radiopapierautographen. 

Zum Vergleieh yon H 1 6  mit einem 0rganismus, in dem PEP- 
Synthase bereits exakt naehgewiesen worden war, wurden zur Prtifung 
auf eine PEP-Synthese l~ohextrakte aus H 16 und E. coli eingesetzt. 
Beide Organismen waren auf Laetat  gewaehsen. In  Parallelansatzen 
ohne ATP sollte keine PEP-Synthese stattfinden k6nnen. Aliquote Teile 
der naeh 40 min abgestoppten Ansgtze wurden ehromatographiert und 
ausgewertet (Abb. 1). Die bei Stamm H 16 erzielte Verteilung der Radio- 
aktivitat  entsprieht der, die sieh unter gleiehen Bedingungen f~r E. coli 
ergibt. Wghrend in Ansatzen ohne ATP nur der Pyruvatgipfel siehtbar 
ist, t r i t t  im kompletten Ansatz zusatzlieh ein Radioaktivitatsgipfel im 
Areal des Phosphoenolpyruvat auf, wobei der Pyruvatgipfel abgenommen 
hat. In weiteren vergleiehenden Versuchen mit H 16 und E. coli wurde 
starker markiertes Pyruvat  eingesetzt. Die Reaktionen wurden jeweils 
nach verschiedenen Zeiten (5, 10, 20, 30, 40, 50 und 60 min) abgestoppt 
und die Proben wie beschrieben behandelt. Einem Gefag wurde naeh 
50 rain (unter , ,PEP-Synthese"-Bedingungen) Pyruvatkinase und ADP 
zugesetzt; es wurde weitere 20 rain bei 30~ inkubiert. In diesem Ansatz 
sollte alas mSg]ieherweise synthetisierte Phosphoenolloyruvat wieder zu 
Pyruvat  umgesetzt werden. Das ist, wie Abb. 2 zeigt, auch der Fall. 

In fast allen Streifenehromatogrammen befinden sich 3 deutliche 
Gipfel mit den l%f-Werten (a) 27,0--29,6 (b) 38,3--44,1 und (e) 66--73. 
Aufgrund der yon Hirseh (1963) fiir das LSsungsmittelsystem gewonne- 
nen Daten und eines Vergleiehs mit 3-~4C-Pyruvat a]s Referenzsubstanz 
ist der Fleck (c) als Pyruvat  identifiziert worden. Im gleichen System hat 
P E P  naeh Hirsch einen R~-Wert von 39, so dab der Gipfel (b) marldertem 
P E P  zugeordnet werden kann. Daftir siorieht aueh der Befund, dag in 
dem naehtraglieh mit Pyruvatkinase versetzten Ansatz der Gipfel (b) 
wieder abgenommen hat. 

Sehwierig bleibt die Zuordnung des sehr ausgepragten Gipfels (a). Der 
Testansatz lggt die direkte Synthese einer Substanz dieses l~-Wertes 
nicht erwarten. Vermutlich handelt es sieh bei dieser stark markierten 
Verbindung um Aspartat (l~r = 23--30). Das setzt allerdings voraus, dab 
trotz aller MaBnahmen, die ein CO2-freies System gewahrleisten sollte, 
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Abb. l.  Priifung auf PEP-Synthase: t~diopaioierehrom~tographiseher Naehweis des 
durch Rohextrakte aus Stamm H 16 und E. coli K 12 gebildeten Phosphoenol- 
pyruvats. Die Zellen wurden auf Laetat angezogen. Der Enzymtest wurde in 6 mt- 
Warburg-Gef~gen bei 25~ durehgefiihrt. 1,26 ml Endvolumen enthielten 100 Fmole 
TEA-Puffer @ DTT, CO2-frei, pH 8,24; 10 Fmole Mg++; 4,4 mg Protein im Roh- 
ex~rakt; im Seitenarm: 4 Fmole ATP; 5 Fmole Pyruvat und 3-140-Pyruvat mit 
1 �9 105 cpm; im Zentralzylinder: 0,10 ml KOH (20~ Die Gefglte wurden 15 min 
mit C02-freiem Stiekstoff durehgespiilt. Der Start erfolgte dureh das Zukippen der 
Komloonenten aus dem Seitenarm in den Hauptraum. Die Auswertung (naeh 40 rain 
Reaktionsdauer) erfolgte ehromatographiseh und dureh ansehliel3endes Ausz~thlen 
der Streifenehromatogramme im l~adiopaI0ierautographen. Auf der Abszisse sind die 
dutch Farbreaktionen ermittelten Bereiehe markiert, in denen PEP nnd Pyruvat 

lokalisiert sind 

ausre ichende Mengen Koh lend iox id  ffir eine Carboxyl ie rung  von P y r u v a t  
oder  P E P  im Tes t sys t em vorhanden  waren.  M6glieherweise e n t s t a m m t  
das  CO 2 einer vom g o h e x t r a k t  ka t a ly s i e r t en  Decarboxyl ie rung .  A s p a r t a t  
wurde  bei  Versuehen zur  Carboxyl ie rung  yon  C3-S/~uren mehrfaeh  als 
s tabi les  In te rmedi /~rprodukt  naehgewiesen.  

U m  Cofaktoren aus  den R o h e x t r a k t e n  abzu t rennen ,  die m6glieher-  
weise die Synthese  der  n ieh t  sieher ident i f iz ier ten Subs tanz  begtinst igen,  
wurden  im n/tehsten Test  bei  sonst  unver/~nderten Bedingungen  t~oh- 
e x t r a k t e  eingesetzt ,  die fiber eine Sephadex-G-25-Sgule  gegeben worden 
waren.  Das Ausz/~hlen und  Auswer t en  der  C h r o m a t o g r a m m e  erbraeh te  
jedoch keine Ergebnisse ;  es f inden sieh lediglieh 2 benaehba r t e  radio-  
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Abb. 2. Priifung auf PEP-Synthase : Radiopapierchromatographischer l~achweis des 
dureh Rohextrakte aus Stamm H 16 und E. coli K 12 gebildeten Phosphoenotpyru- 
vats dureh Vergleieh mit einem mit Pyruvutkinese -~ ADP versetzten t~eaktions- 
ansatz. Versuehsbedingungen wie unter Abb. 1; die geaktions~nsgtze enthielten 
(0,77 ml Endvolumen, 30~ : 100 ~xmole Puffer pH 8,66, 8 ~mole Mg ++, 4 ~mole 
Pyruvat, 3-14C-Pyruvat, Rohextrakt (H 16:3,2 mg Protein; E. coli: 2,6 mg Protein). 
Naeh versehiedenen Zeiten wurde je ein Ansatz dureh Zugabe yon Perehlorsgure 
gestoppt. Ein GefkkB wurde naeh 50 min Laufzeit ge6ffnet: 2,9 ~mole ADP und 
Pyruvatkinase wurden hineinpipettiert. Es wurde erneut COrfrei begast und nach 

weiteren 20 min Inkubation gestoppt 

aktive Gipfel, die ihrem l~f-Wert naeh mit dem eingesetzten Pyruvat  
identiseh sind. Dureh die Sephadex-Behandlung wurden offensiehtlich 
ffir die PEP-Synthese benStigte Cofaktoren abgetrennt. 

Naehweis dureh Pyruvatbestimmung 

Cooper u. Kornberg (1967) verfolgten die PEP-Synthase-Reaktion 
sowohl in Rohextrakten als aueh mit dem angereieherten Enzym yon 
E. toll, indem sie die Abnahme des Pyruvats  maBen. Mit Rohextrakten 
aus E. coli K 12 wurde der PEP-Synthase-Test unter Bedingungen wieder- 
holt, die denen yon Cooper u. Kornberg (1967) mSgliehst genau ent- 
spraehen. Wurde in dem Test Rohextrakt aus mit Laetat gewaehsenen 
H 16-Zellen eingesetzt, der mit Avidin vorinkubiert worden war, so ergab 
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die Pyruvatbestimmung nach dem Ablauf der Reaktion (30 rain) im 
kompletten Ansatz 5,3 ~mole Pyruvat,  im Ansatz ohne ATP 7,8 ~mole 
Pyruvat.  Eingesetzt wurden 8 ~mole Pyruvat.  Dieses Ergebnis gleicht 
dem, das mit E. col i -Extrakten erhalten wurde. 

PEP-Nachweis im gekoppelten Test 

Es ist unwahrscheinlich, da~ sieh aus Pyruvat  synthetisiertes P EP  in1 
Testansatz starker anreichert, wenn an Ste]le des gereinigten Enzym- 
proteins ein Zellrohextrakt eingesetzt wird. So arbeiten die meisten Auto- 
ren, die sieh bisher mit der PEP-Synthase befa•ten (Cooper u. Kornberg, 
1965; Benziman, 1966; Hutch ~. Slack, 1967) mit angereicherten Enzym- 
prs die keine Phosphatasen, Pyruvatkinase, PEP-Carboxy- 
kinase, PEP-Carboxylase oder Pyruvat-Carboxy]ase und keine Adenylat- 
kinasen mehr enthielten. 

Ein unkontrolliertes Abfliel]en des Substrates oder des Produktes der 
enzymatisehen PEP-Synthese liel~e sich durch eine Kopplung des Sy- 
stems mit einer P E P  verbrauchenden Reaktion verringern oder gar ver- 
hindern. Das l~eaktionsprodukt wfirde laufend aus dem Gleichgewicht 
der Komponenten entfernt, die PEP-Synthese also begfinstigt. Zu den 
wenigen Umsetzungen im Stoffweehsel, in denen P E P  Reaktionspartner 
ist, z~hl~ die am Anfang der Sequenzen zur Biosynthese aromatischer 
Aminos~uren stehende Kondensation yon P E P  und u-Erythrose-4-phos- 
phat. Sie wird irreversibel yon der 3-Desoxy-D-arabino-heptulosons~ure- 
7-phosphat-Synthase (E.C. 4.1.2.15, ,DAHP-Synthase")  katalysiert 
(Srinivasan u. Sprinson, 1959; Srinivasan et al., 1959): 

PEP ~- D-Erythrose-4-P -~ H20--> DAttP -b P. 

Naehteilig ffir eine Kopplung der l~eaktionen der PEP-Synthese und 
der DAttP-Synthase ist die relativ hohe Unempfindliehkeit der betefligten 
Enzyme gegenfiber PEP.  Der Km-Wert der DAHP-Synthase ftir P E P  ist 
mit 1,8 �9 10 -~ M (Doy, 1968) nieht viel gfinstiger als der fiir andere P EP  
verbrauchende Reaktionen wie die Pyruvatkinase (Kin = 6" 10 -~ M; 
Taylor u. Bailey, 1967) oder die PEP-Carboxylase (Kin = 6,3 �9 10 -~ M; 
Smith, 1968, 5 �9 10-~; Maruyama et al., 1966). Neben der Irreversibilit~t 
der DAHP-Synthase-Reaktion ist yon gro6em Vorteil, da6 ihr End- 
produkt in einer relativ eins und empfind]ichen Farbreaktion nach- 
weisbar ist. Eine Kopplung dieser P E P  verbrauehenden mit einer P E P  
liefernden Reaktion bietet sich also an. 

Die Reproduzierbarkeit des DAtIP-Synthase-Tests naeh Doy u. 
Brown (1965) wurde mit Rohextrakt  aus glueose-gewachsenen Zellen 
yon E. cQli K 12 gep~tift. Der Naehweis des Reaktionsproduktes (DAHP) 
im enteiweil~ten ~berstand wurde durch die Farbreaktion yon Doy u. 
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Brown (1965) bzw. yon Gollub et al. (1967) geffihrt. Danaeh wird das 
enzymatiseh gebildete DAt{P dureh eine Behandlung mit  Jodat  in 3-P- 
Glyeerins/~ure und 3-Formyl-Pyruvat  gespalten; letzteres ergibt mi t  
2-Thiobarbiturs/s eine Rosaf/irbung, die sieh bei 549 nm photometriseh 
messen 1/~Bt. Eine ann/s doppelte Empfindlichkeit erreieht man durch 
Extrakt ion des rosafarbenen Reaktionsproduktes mit  Cyclohexanon. 

Mit einem Rohextrakt  aus lactat-gewaehsenen Zellen von E. coli K 12 

wurden die Reaktionen der PEP-Synthase  und der DAHP-Synthase  
miteinander gekoppelt:  Die Komponenten des PEP-Synthase-Ansatzes 
wurden in kleinen Warburg-Gef~tl]en C02-frei 30 rain (30~ inkubiert. 
Der DAHP-Nachweis ffihrte zu einer positiven Reaktion. So ergab sieh 
z.B. bei der DAHP-Best immung im Ansatz mit  ATP eine Extinktion yon 
0,450; wurde ATP wegge]assen, betrug die Extinktion 0,300. 

Obwohl Sta.mm H 16 ebenfal]s fiber eine aktive DAI-IP-Synthase 
verffigt (Friedrieh, t970), wurde zum Naehweis der PEP-Synthase  im 
Rohextrakt  auf  H 16 im gekoppelten enzymatischen Test eine aus E. coli 
isolierte und teilweise gereinigte DAHP-Synthase  (Sprinson et al., 1962) 
in Form einer Aeetonfraktion zugesetzt. H 16 und E. coli K 12 waren auf  
Laeta t  angezogen worden. Die in Tab. 1 zusammengefagten Ergebnisse 
setzen in beiden Organismen Systeme voraus, die aus dem eingesetzten 
Pyruva t  P E P  synthetisieren. In  H 16 kann die Reaktion beschleunigt 
werden, wenn man das I{ilfsenzym (DAHP-Synthase) als angereiehertes 
Pr~parat  dem Reaktionsgemiseh beiffigt. In  E. coli erfolgt die PEP-  
Synthese dureh die PEP-Synthase  (Cooper u. Kornberg, 1965). 

Naehweis der Nueleotide, 
die im Pyruvat-Carboxylierungstest  entstehen 

Ffir die direkte Synthese von Oxalacetat aus Pyruva t  und CO 2 dureh 
das Biotinenzym Pyruvat-Carboxylase ist ATP erforderlieh: eines der 
Reaktionsprodukte ist ADP. Wird aber OAA fiber den Umweg fiber 

Tabelle 1. Nachweis vo~ Phosphoenolpyruvat aus Pyruvat und ATP im gekoppelten 
Test mit DAHP-Synthase als Hil/senzym 

Ansatz Extinktion a 

H 16 E. coli K 12 

Komplett 0,380 0,530 
ohne Pyruvat 0,066 0,050 
ohne Erythrose-4-P 0,040 0,035 
ohne Acetonfr~ktion 0,320 nicht geprfift 

Die Bestimmung yon DAtIP erfolgte naeh 30 min langer Inkubation des 
Reaktionsgemisches bei 30 ~ C. Angegeben ist die Extinktion bei 549 nm nach An- 
wendung des Thiobarbitursguretests. Weitere Erkl~irungen im Text. 
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Tabelle 2. Bestimmung der bei der yon Pyruvat ausgehenden Carboxylierung durch eine 
teilweise gereinigte Fralction yon Stature H 16 aus A T P  gebildeten ~Vucleotide 

Reaktionsgemisch Inkubations- 
zeit (rain) 

Reaktionsprodukte (gmole/6,5 ml 
Ansatz) 

Pyruvat ADP AMP 

1 B~sismedium b 0 0,092 0,450 0,047 
-~ Extr~kt a 10 0,121 0,486 0,066 

20 0,127 0,471 0,056 

2 c Basismedium b 0 0,112 0,259 0,135 
10 0,108 0,285 0,116 
20 0,112 0,267 0,114 

3 Basismedium b 0 0,121 0,148 -- 
& Extrakt ~ 10 0,132 0,222 0,019 

Adenylatkinase 20 0,165 0,204 0,019 

4 Basismedium b 0 1,520 0,302 0,196 
Extrakt a 10 1,140 0,276 0,545 

-~ PyrC-Komponenten d 20 1,140 0,265 0,550 

a Es kam die Ammoniumsulfatfraktion, 50--55o/0 S~ttigung, uus Rohextrakten 
lact~t-gewachsener Zellen zur Verwendung. In dieser Fraktion sind PEP-Synthese- 
and PEP-Carboxylase-Aktivit~ten enthalten. Jeder Ansatz enthielt 1,50 mg Protein. 

b Das Basismedium besteht aus 0,50 ml 0,2 M Tris-HC1-Puffer, pH 7,8; 3 mM 
EDTA; 0,04 ml MgSO~, 0,5 M; 0,08 ml KC1, 2 M; 0,01 ml ATP, 0,2 M; 1,50 ml H20. 

c Diese Werte entsprechen den Reagentienleerwerten der enzymatischen 
Bestimmung yon Pyruvat, ADP und AMP im Basismedium. 

d Dieser Ansatz enthielt alle Komponenten eines Pyruvat-Curboxylase-Tests, 
also zus~tzlich zum Basismedium Rinderserumalbumin, Pyruvat, KHCO~, NADH 
and Malat-DH. 

Den bei 30~ inkubierten Ans~tzen wurden zu den angegebenen Zeit Probe n 
(0,70 ml) entnommen;siewurden durch Inkubation bei 100~ (4 min) abgestoppt. Je 
0,50 ml der enteiweiBten Probe wurden zum enzym~tischen Nachweis der auf- 
gefiihrten Substanzen (Adam, 1962) verwendet. 

P E P  durch  eine P E P - S y n t h a s e  und  die P E P - C a r b o x y l a s e  synthe t i s ie r t ,  
:so en t s t eh t  A M P  und  P (oder PP) .  Eine  U m k e h r  der  P y r u v a t k i n a s e -  
Reak t ion ,  bei  der  A D P  gebi lde t  wfirde, b r auch t  aus energet ischen Griin- 
d e n  k a u m  in B e t r a c h t  gezogen zu werden.  Die quan t i t a t i ve  Bes t immung  
de r  bei  der  Synthese  yon  OAA aus P y r u v a t  un t e r  Verwendung yon  A T P  
geb i lde ten  Nueleo t ide  A M P  und  A D P  k a n n  als wei terer  Hinweis  au f  die 
tatsi~chlich abgelaufene  l~eakt ion angesehen werden.  Es  mug  al lerdings 
vorausgese tz t  werden,  dal] der  e ingesetzte  E x t r a k t  keine s tSrende 
A d e n y l a t k i n a s e - A k t i v i t a t  (2 A D P  ~ A M P  § ATP)  enth~l t .  Zur  Pr i i fung 
dieser  F rage  wurden  4 Reaktionsansi~tze zusammenges te l l t  (Tab. 2). Aus  
d iesen  jeweils bei  30~ inkub ie r t en  Ansa tzen  wurden  naeh  den  angegebe- 
nen  Zei ten P roben  e n t n o m m e n  und  auf  ihren  AMP- und  A D P - G e h a l t  
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hin im enzymatischen Test (Adam, 1962) gepr/ift. Aus den im optisehen 
Test gemessenen Extinktionsdifferenzen lassen sieh dann die Pyruvat-,  
ADP- and die AMP-Konzentrationen bereehnen. Die gegen den Ansatz 
,,2" ver/~nderten ADP- und AMP-Mengen in den anderen Ans/itzen k6n- 
hen als ein Itinweis auf eine geringe Phosphatase- und Myokinase- 
Aktivit/~t angesehen werden. Im Ansatz ,,2" wird der Reagentien-Leer- 
weft d e r m i t  dem Basismedium eingesetzten Substanzen erfaBt. Dutch 
den Zusatz von Myokinase (Ansatz ,,3") ~ndern sieh die AMP- und ADP- 
_-VIengen w/~hrend der Inkubation nieht wesentlieh. Dagegen ergibt die 
Analyse des Pyruvat-Carboxylierungs-Ansatzes eine auffallende Zunahme 
der AMP-Menge, die etwa der Abnahme des Pyruvats entsprieht. Die 
ADP-Menge bleibt ann/~hernd gleieh. 

Die Ergebnisse dieser Versuehsreihe zeigen, dab unter Pyruvat-  
verbraneh AMP gebildet wird; das deutet auf eine direkte PEP-Synthese 
aus Pyruvat  hin. Die Befunde stehen mit den Ergebnissen der voran- 
gehend besehriebenen Versuche in Einklang and besagen, dab Stamm 
H 16 fiber ein P E P  synthetisierendes Enzym verffigt und Oxalaee~at wie 
E. coli K 12 fiber die kombinierte Funktion dieses Enzyms nnd der PEP- 
Carboxylase synthetisiert. 
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