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T h e  B i o s y n t h e t i c  P a t h w a y  of  R N A  R i b o s e  in  tIydrogenomonas eutropha 
S t r a i n  H 16 a n d  Pseudomonas ]acilis 

Summary. The enzymes involved in the degradation of fructose and glueonate 
via the Entner-Doudoroff-pathway as well as those involved in the oxidative pentese 
phosphate pathway have been determined in crude extracts of ttydrogenomonas 
eutroloha strain H16 and of Pseudomonas ]acilis after either autotrophic growth or 
heterotrophic growth on fructose or gluconate as substrates. In  H. eutropha fructose 
induces all enzymes of the Entner-Doudoroff-pathway, gluconate induces only 
glucokinase, 6-phosphogluconate dehydratase and 2-keto-3-deoxy-6-phosphogluco- 
hate aldolase. In  contrast, in P./acilis both subst~rates induce the entire set of 
enzymes. The absence of 6-phosphogluconate dehydrogenase in H. eutropha and the 
presence of a ~AD-linked 6-phosphogluconate dehydrogenase in P. ]acilis have 
been confirmed. Otherwise, the enzyme activities in fully induced fructose grown 
cells of both species are similar. 

Incorporation experiments were performed using both bacterial species and 
employing U-14C-, 1-uC-, and 6J4C-ffuctose as well as 1-1aC- and 6-1tC-glueonate as 
substrates. Ribose was isolated from RNA and fermented by Lactobacillus plantarum 
with the production of acetic and lactic acids. By stepwise degradation of the acids 

Abki~rzungen: ATP ~- Adenosin-5'-triphosphat; DAP ~ Dihydroxyaceton- 
phosphat; E-4-P -~ Erythrose-4-phosphat; ED = Entner-Doudoroff; EDTA 

~thylen-diamin-tetraessigs~ure; FDP(ase) = Yructese-l,6-diphosphat(ase); 
F-6-P = Fructose-6-phosphat; G-6-P(-DH) ~ Glucose-6-phosphat(-Dehydro- 
genase); GAP ~-- Glycerinaldehyd-3-phosphat; GDH = Glycerin-l-phosphat- 
Dehydrogenase; GK ~ Gluconokinase; H K  = Hexokinase; KDPG = 2-Keto-3- 
desoxy-6-phosphogluconat; LDH ---- Lactat-Dehydrogenase; B[AD(H2) ~ Nicotin- 
amid-adenin-dinucleotid (reduziert); NADP(H~) = Nico~inamid-adenin-dinucleo- 
tidphosphat (reduziert); PGI  ~ Phosphoglucose-Isomerase; PP  = Pentosephos- 
phat;  6-PG(-DH) ~-- 6-Phosphogluconat(-Dehydrogenase); 6-PG-DHT ---- 6-t)hos- 
phoginconat-Dehydratase; R-5-P = Ribose-5-phosphat; Ru-5-P ~ Ribulose-5- 
phosphat; Su-7-P ~ Seduheptulose-7.phosphat; TA -~ Transaldolase; TEA 

Tri~thanolaminhydrochlorid; TIN[ = Triosephosphat-Isomerase; TK ~ Trans- 
ketolase; TPP ~ Thiaminpyrophosphat; Tris = Tris-(hydroxymethyl)-amino- 
methan; Xu-5-P -~ Xylulose-5-phosphat. 
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and by quantitative measurement and scintillation counting of the carbon dioxide 
formed the specific radioactivity of each carbon atom has been determined. 

The results demonstrate that in strain H16 ribose is formed exclusively via the 
non-oxidative reactions of the pentose phosphate pathway. Carbon atoms 1 to 3 of 
gluconate do not significantly contribute to gluconeogenesis. 

With P. ]acilis an almost identical labelling pattern was observed, indicating 
that the oxidative reactions of the pentose phosphate pathway via 6-phosphoglueo- 
hate dehydrogenase are quantitatively of minor importance for ribose synthesis than 
the transaldolase-transketolase reactions. 

Zusammen]assung. Die am Fructose- mid Gluconatabbau fiber den Entner-Dou- 
doroff-Weg beteiligten Enzyme sowie die Enzyme des oxydativen Pentesephosphat- 
Weges wurden in Rohextrakten yon Hydrogenomonas eutro2ha Stamm H16 und 
Pseudomonas/acilis, sowohl naeh autotrophem Wachstum als auch nach hetero- 
trophem Wachstum auf Fructose oder Gluconat, bestimmt. Fructose induziert in 
H. eutropha alle Enzyme des Entner-Doudoroff-Weges, Gluconat nur die Glucono- 
kinase, die 6-Phosphogluconat-Dehydratase und die 2-Keto-3-desoxy-6-phospho- 
gluconat-Aldolase. Dagegen induzieren in B. ]acilis beide Substrate den gesamten 
Enzymsatz. Das Fehlen der 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase in H. eutropha und 
das Vorhandensein einer NAD-abh~ngigen 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase in 
P./acilis warden bcstitigt. Die Enzymaktivit~ten in roll induzierten, auf Fructose 
gewaehsenen Zellen beider Arten sind ~hnlich. 

Mit beiden Stimmen warden Einbauexperimente mit U-14C-, 1A4C- mid 6-1aC - 
Fructose sowie 1-i4C- und 6-i4C-Gluconat als Substrate durchgeffihrt. Die Ribose 
wurde aus der I~]~S isoliert und dutch JLactobacillus plantarum fermentativ in Essig- 
und Milchs~ure gespatten. Die spezifisehe Radioaktivitit der einzelnen C-Atome 
wurde durch schrittweisen Abbau der S/inren, quantitative Bcstimmung des dabei 
entstehenden ~4C0~ und Messung der darin enthaltcnen absoluten Radioaktivitit 
ermittelt. 

Die Ergebnisse zeigen, dab die Ribose in Stamm H16 ausschlieBlich fiber die 
nicht-oxydativen Reaktionen des Pentosephosphat-Weges gebildet wird. Die 
C-Atome 1,2 mid 3 des Glueonats tragen nicht signifikant zur Gluconeogenese bei. 

Das ~arkierungsmnster der Ribose aus P./acilis ist mit dem yon Stamm H16 
nahezu identisch. Die oxydativen Reaktionen des Pcntesephosphat-Weges fiber die 
6-Phosphogluconat-Dehydrogenase sind yon quantitativ geringerer Bedeutung als 
die Transaldolase -Transketolase-Reaktionen. 

I m  Zellstoffwechsel werden Pentosen aus Hexosen auf  zwei verschie- 
denen Wegen gebildet:  du tch  oxydat ive  Decarboxylierung yon  6-Phos- 
phoglueons/~ure und  durch die Transaldolase-Transketolase-l~eaktionen. 
Die Beteiligung beider Wege an der Ribosesynthese ist in einigen Mikro- 
organismen und  in tierisehen Geweben under Anwendung der Isotopen- 
technik bereits eingehend bearbeitet  worden (Sable, 1966). 

Zwei gut  eharakterisier~e Arden yon  Wasserstoffbakterien unterschei- 
den sieh im Hinbliek au f  das Sehliisselenzym des oxyda t iven  Pentose- 
phosphat-Weges:  Hydrogenomonas eutropha, sowohl der Typens t amm 
ATCC 17697 (Kuehn u. Mae~adden,  1968) als aueh der S t a m m  H 16 
ATCC 17699 (Gottsehalk et al., 1964), enth/~lt das E n z y m  6-Phospho- 
gluconsiure-Dehydrogenase nieht ;  in Pseudomonas [acilis ATCC 17 695 
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is t  alas E n z y m  vo rhandcn  (Ramsey,  1968). H. eutropha H 16 b a u t  Fruc-  
tose und  Gluconsi~ure ausschliel]l ich fiber den En tne r -Doudorof f -Wcg  ab.  

U m  ~bsch~tzen zu kSnnen,  in  welchen re la t iven  Ante i len  beide Wege 
an  der  R ibosesyn these  bei  diesen Repri~sentanten a u t o t r o p h e r  Bak te r i en  
be te i l ig t  sind, empf~hl  sich eine Pa ra l l e lun te r suchung  an  beiden Ar ten .  
W i r  erfaBten d~her  die Ver te i lung der  R a d i o ~ k t i v i t ~  in der  aus R N S  
isol ier ten  Ribose  nach  Verf f i t te rung verschiedener  pos i t ionsmark ie r t e r  
F r u c t o s e n  und  Glucons~uren.  

Material und Methoden 

Organisme~ und Anzuchtbedingungen. Die vorliegenden Experimente warden ~n 
Hydrogenomonas eutro2ha Stature H16 ATCC 17699 (Wilde, 1962) und Pseudomonas 
]acilis ATCC 17 695 (Sehatz u. Bovell, 1952) vorgenommen, Die Zellen wurden auto- 
troph in Mineralmedium unter einem Gasgemisch yon 800/0 H2, 10~ O 3 und 10% 
COs mit m~gnetiseher Rfihrung angezogen (Sehlegel et ~l., 1961). Fiir die hetero- 
trophe Anzueh~ unter Luf~ wurden der N~hrlSsung 0,5% organisches SubstraC 
zugesetzt. 

Anzuvht der ZelleT~ mit radioaktiv markierten ~ubstanzen. D~s Kulturverfahren 
entspraeh dem oben angefiihrten. In einem 61-Rundkolben mit Begasungsaufsatz 
wurden 2000 ml Mineralmedium mit 10 ml einer Zellsuspension beimpft. Die Impf- 
kultur wurde wie folg~ bereitet: Die Zellen warden fiber zwei Pass~gen in einer 
30 ml-Kultur an das be~reffende Substrat adaptiert, abzentrifugiert, zweimal in 
0,066 ~ Phosphatpuffer pH 7,0 gewaschen und in 12 ml Mineralmedium aufgenom- 
men. 10 ml dieser Suspension dienten als Impfkultur. Naeh dem Animpfen warden 
dem Medium ca. 0,20/0 nieht markiertes und 35--50 ~Ci markiertes Substrat zu- 
gesetzt (genaue Angaben in Tab. 3), bei 28~ magne~iseh geriihrt und gut belfifte~. 
Die Ernte der Zellen erfolgte gegen Ende der logarithmisehen Wachstumsphase. 
Anzuehtdauer fiir H16 auf Fructose 18 Std, auf Glueonat 15 Std und fiir P. ]acilis 
20 bzw. 24 Std. 

Isolierung der Ribose. Die RNS-ttydrolysate aus den Zellen warden naeh der yon 
Bernsteia (1956) besehriebenen ~ethode gewonnen. Die eingeengten Hydrolysate 
wurden zur Abtrennung und Reinigung der Ribose jeweils der absteigenden Papier. 
chromatographie in einem sauren (Athylaeetat-Eisessig-Wasser 3:1 : 3 v/v, 
Papier Schl. & Sch. Nr. 2043 b mgl) und einem alkalischen Fliel]mittel (Athylacetat --  
Pyridin--Wasser 5:2:5v/v)  unterworfen. Als Vergleichssubstanz diente reine 
Ribose, die auf den Chromatogrammen durch Bespriihen mit Anilinphthala~-Reagens 
(Partridge, 1949) und anschlieltendes Erhitzen (10 rain, 105--110~ identifiziert 
wurde. ~ach der zweiten Chromatographic war in allen F~llen ein einheitlieher, 
symmetrischer Ribosegipfel vorhanden, wie durch die Messung der Radioaktiviti~ts- 
verteilung mit dem t~adiopapierchromatographen ~H 452 mit angesehlossenem 
Schreiber F t I K  1/542 (Fa. Frieseeke & Hoepfner, Erlangen) naehgewiesen wurde. 
Der Zueker wurde mit Aqua bidest, eluiert und das Volumen der LSsung auf 3 ml 
eingestellt. Die quantitative Bestimmung der Ribose erfolgte mit Hilfe der Orein- 
reaktion (Ashwell, 1957). 

Abbau der Ribose. Ribose warde dureh Lactobacillus plantarum ATCC 8041 
(Bernstein, 1953; Bernstein u. Wood, 1957) in Essigsiiure und Milehs~ure gespalten. 
Die Isoliertmg, l~einigung and Bestimmung der G~rprodukte sowie der ehemisehe 
Abbau der S~uren erfolgte nach Sakami (1955). 

7* 
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Bestimmung der spezi/ischen Radioa~tivit~it im 14C02. Es wurde nach der yon 
Gottsehalk u. Barker (1966) angegebenen Methode vorgegangen. Das beim Abbau 
der Essig- und ~ilehs~ure aus jedem einzeinen C-Atom entstandene 14C0~ wurde in 
4 ml 2 N NaOH aufgefangen und gravime~riseh bestimmt. Zur ~essung der Radio- 
akt iv i t~  wurde der H~nptraum eines Warburggef~iBes mit einem 0,5 ml-Aliquot 
der das radioaktive Kohlendioxid enthaltenden Probe, der Seitenarm mit 0,05 ml 
konz. H~SO~ und der Zentralzylinder mit 0,5 ml 1 M HyaminlSsung (auf Filter- 
papier) besehiekt. D~s Gef~B wurde vor dem VersehlieBen leicht evakuiert; danach 
wurde die Schwefels~ure gekippt. Dutch zweistfindiges Schiitteln wurde das 1~C02 
quantitativ in die HyaminlSsnng iibergetrieben. Das Filterpapier wurde mit 10 ml 
SzintillationslSsung (Bray, 1960) im Tricarb Szintillationsz~hler Modell 3375 zur 
Auszi~hlung gebraeht. Die Z~hlausbeute des Szintillationsz~hlers wurde mit 14C- 
Benzoes~ure bekannter Aktivit~t bestimmt; sie betrug nnter den angewendeten 
Bedingungen bei optimaler Kanaleinstellung 75~ 

Bereitung zell]reier Extrakte. Die in 21-Zweihalsrundkolben (1000 ml Mineral- 
medium ~ 0,5~ organisehes Snbstrat) bei intensiver Belfiftung and magnetischer 
Riihrung gew~ehsenen Zellen wurden gegen Ende der logarithmisehen Waehstums- 
phase geerntet, zweimal mit 0,066 M Phosphatpnffer pH 7,0 gewasehen und in 5 ml 
0,05 l~ TEA-Puffer pH 7,6 aufgenommen. Die Suspension wurde mit einem Ultra- 
sehallger~t (Fa. Schoeller & Co., Frankfurt 9. )~.) besehallt (1 min/ml). Die Temper~- 
tur wurde zwisehen -t-4 und Jr 10~ gehalten. Zellrfiekst~nde und groBe Membran- 
partjkel wurden bei 120 000 • g 30 rain abzentrifugiert. Der verbleibende l~berstand 
diente als Rohextrakt ffir die Enzymbestimmungen. 

Proteinbestimmung. Die Proteinbestimmung erfolgte nach der Biuretmethode 
(Beisenherz et al., 1953). 

Bestimmung vo~ Enzymaktiviffiten. Die spezifisehe Aktivit~t wurde fiir jedes 
Enzym in einem Mel3bereich linearer Abh~ngigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit 
yon der eingesetzten Extraktmenge ermittelt und in Einheiten (E) pro Gramm 
Protein angegeben. Ein Enzym hat die Einheit der kataly~isehen Aktivit~t, wenn 
es die Umsetzung von 1 9tool Substrat/min ka~alysiert. Die Extinktions~nderung 
wurde bei 366 nm im Eppendorf-Photometer bestimmt und fiber einen Schreiber 
registriert. 

Hexokinase (EC2.7.1.1), Phosphoglucose-Isomerase (EC5.3.1.9), Glucose-6- 
phosphat-Dehydrogenase (EC 1.1.1A9) und FDP-Aldolase (EC 4.1.2.7) warden in dem 
in den Boehringer-Informationen 1961 bzw. 1964 angegebenen Ansatz bestimmt. 
Die Gesamtaktiviti~ten der Enzyme des Entner-Doudoroff-Systems [6-PG-Dehydra- 
tase (EC 4.2.1.12) nnd KDPG-Aldolase (EC 4.1.2.14)] warden in 0bereinstimmung 
mit Gottsehalk et al. (1964), die 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase (EC 1.1.1.44) wie 
bei Bl~ekkolb u. Sehlegel (1968) gemessen. 

Die Bestimmung der Glucono]cinase (EC 2.7.1.12) erfolgte naeh der Vorsehrift 
yon Cohen (1955), Phospho/ructo~inase (EC 2.7.1.11) nach Ling et al. (1955) und 
~ructose-l,6-diphosphatase (EC 3.1.3.11) naeh Racker u. Sehroeder (1958). 

Transketolase (EC 2.2.1.1). Ansatz: 0,73 ml 0,05 ~ TEA-Puffer pH 7,6; 0,10 ml 
0,1 M MgCI~; 0,10 ml 0,05 l~ R-5-P; 0,04 ml 0,015 M 1WADH~; 0,01 ml GDH/TIM 
(2 mg/ml); 0,02 ml Rohextrakt (1 : 5 verdiinnt). 

Transaldo~ase (EC 2.2.1.2). Ansatz: 0,73 ml 0,05 IV[ Tris-Puffer, pH 7,6; 0,10 ml 
0,1 ~ EDTA; 0,05 ml 0,01 ~ E-4-P; 0,05 ml 0,1 l~ F-6-P; 0,04 ml 0,015 M NADHu; 
0,01 ml GDI-I/TII~ (2 mg/ml); 0,02 ml Rohext~rakt (1:5 verdiinnt). 

Ribulose-5-phosphat-3-E19imerase (EC5.1.3.1). Ansatz: 0,62ml 0 ,05~  TEA- 
Puffer, pH 7,6; 0,10 ml 0,1 )s MgC12; 0,05 ml 0,1 IV[ R-5-P; 0,05 ml 0,05 ~ Ru-5-P; 
0,10ml 0,01 M TPP; 0,02ml Transketolase (0,47mg/ml); 0,01ml GDH/TIl~ 
(2 mg/ml); 0,04 ml 0,015 M NADI-I~; 0,01 ml Rohextr~kt (1:30 verdiinnt). 
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Phosphorlbose-Isomerase (EC 5.3.1.6). Ansatz: 0,62 ml 0,05 5I TEA-Puffer, 
pH 7,6; 0,10 ml 0,1 51 MgC12; 0,08 ml 0,1 51 R 5 P; 0,02 ml Ru 5 t ) 3 Epimerase 
(6,53 mg/ml); 0,02 ml Transketolase (0,47 mg/ml); 0,10 ml 0,01 51 TPP; 0,01 ml 
GDH/TI51 (2 mg/ml); 0,04 ml 0,015 ~I NADtt~; 0,01 ml t~ohextrakt (1:30 ver- 
dfinnt). 

Enzyme und Biochemikalien. Die verwendeten Enzyme und Enzymsubstrate 
wurden mit Ausnahme der Transketolase, der Ribulose 5-P-3-Epimerase, des E-4-P 
und des ]~u-5-P (Sigma Chemical Comp., St. Louis, Mo., U.S.A.) yon der Fa. 
Boehringer Mannheim GmbH, ~annheim, bezogen. U-14C-Fruetose, 1-14C- und 
6J4C-Gluconat wurden bei der Fa. The Radiochemieal Centre, Amersham, England, 
1J~C - und 6-14C-Fructose bei der Fa. Mallinckrodt Chemical Works, St. Louis, 
~o., U.S.A., gekauft. 

Ergebnisse 
Enzyme des ttexoseabbaus und der Pentosesynthese 

Ffir die Knallgasbakterien fehlte bisher eine zusammenfassende 
Untersuchung, die neben den Enzymen des Itexoseabbaus auch die- 
jenigen der Pentosesynthese einschlo~. Zum Gesamtverst~ndnis der 
l~ibosesynthese ist es unerl~l ich,  die Aktivit~ten der wichtigsten an der 
Bildung der Pentosephosphate beteiligten Enzyme zu ermitteln. Das 
geschah in Rohextrakten nach Anzucht yon Hydrogenomonas H 16 und 
Pseudomonas ]acilis unter autotrophen Bedingungen und in Fructose- 
und Gluconatmedium. Besondere Beachtung wurde dabei den Aktivit~ts- 
unterschieden einiger Sehlfisselenzyme geschenkt. 

Untersuchunffen an t tydrogenomonas eutropha Stature t t  16. Dutch 
die Testergebnisse (Tub. 1) wurde die Indnktion der Enzyme des ED- 
Abbauweges (PGI, G-6-P-DIt, ED-Enzymsystem) in Gegenwart yon 
Fructose best~tigt, ebenso die Verwertung des Glueonats fiber den ED- 
Weg (Gottsehalk et al., 1964; Blaekkolb u. Schlegel, 1968). Interessant 
war ein Vergleich der Enzymaktivit~ten im Pentosephospha~-Cyclus 
nach autotrophem bzw. heterotrophem Wachstum. Die Transaldolase, 
besonders abet die Transketolase war in autotrophen Zellen betr~chtlich 
aktiver. Entsprachen diese Verhi~ltnisse den Erwartungen aufgrund der 
au~erordentliehen Bedeutung beider Enzyme ffir die l~egenerierung des 
prim~ren CO~-Aeeeptors, Ribulose-l,5-diphosphat, so fiberraschten die 
Aktivitiitsuntersehiede der Phosphoribose-Isomerase und der Ru-5-P-3- 
Epimerase, deren Niveau nut  in Fructosezellen erhSht war. Erkl~rungen 
daffir sind sehwer zu geben, da bier das wenig aufgekl~rte Gebiet der 
l~egulation der konstitutiven Enzymsynthese berfihrt wird. 

Beim Wachstum auf Gluconat sind die FDP-Aldolase und die FDPase 
weitere Schlfisselenzyme der Pentosesynthese, da das Substrat der Trans- 
ketolase, F-6-P, nut  fiber die rfickli~ufigen Reaktionen der Glykolyse 
(Glueoneogenese) gebildet werden kann. Gluconat erhShte gegeniiber 
Fructose die Aktiviti~ten deutlich. 
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Tabelle 1. Spezi]isehe Aktivitgiten wichtiger Enzyme des Kohlenhydratsto//wechsels in 
I-I. eutropha Stature H16 naeh Wachstum au/ verschiedenen C-Quellen 

Spezil~sche Enzymaktivit~it (E/g Protein) 

Enzyme autotroph 0,50/0 Fructose 0,50/0 Gluconat 

Hexokinase 14 18 20 
PGI 23 332 31 
G-6-P-DH NADP 17 235 30 

NAB 15 225 21 
ED-Enzymsystem 1 147 151 
6-PG-DH NAD(P) 0 0 0 
Gluconokinase 1 4 9 
Transketolase 252 134 62 
Transaldolase 70 52 41 
Ru-5-P-3-Epimerase 1420 2120 1000 
Phosphoribose-Isomerase 520 1270 475 
YDP-Aldolase 41 8 15 
FDPase 336 110 177 
Phosphofructokinase 12 6 5 

Anzucht und Aufsehlul~ der Zellen sowie die Zusammensetzung der Test~ns~tze 
sind im methodischen Teil geschildert. 

Tabelle 2. Spezifisehe Aktivitdten wiehtiger Enzyme des Kohlenhydratsto//wechsels in 
P. faeilis naeh Waehstum au/ verschiedenen C-Quellen 

Spezifische Enzymaktivit~t (E/g Protein) 

Enzyme autotroph 0,50/0 Fructose 0,50/0 Gluconat 

Hexokinase 38 85 106 
PGI 16 255 175 
G-6-P-DH NADP 15 168 118 

NAD 15 225 155 
ED-Enzymsystem 1 165 202 
6-PG-DH NADP 0 0 0 

NAD 1 18 23 
Gluconokinase 1 1 8 
Transketolase 350 74 111 
Transaldolase 105 71 62 
Ru-5-P-3-Epimerase 3120 1510 3210 
Phosphoribose-Isomerase 1870 1040 1660 
FDP-Aldolase 11 4 6 
FDPase 264 68 71 
Phosphofructokinase 34 31 28 

Untersuchungen an P. facilis. Da ausffihrliche enzymatische Unter -  
suchungen des Kohlenhydratstoffwechsels in  P./acil is  bisher fehlten, 
erschien as angebracht ,  die Induktionsverh/~ltnisse der E n z y m e  des ED- 
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Abbauweges zu fiberprfifcn, wenn die Zcllen auf Fructose und Gluconat 
gezogen wurden. Weitcrhin interessierte auch hier das VcrhMten dcr 
Enzyme der Glykolyse und des PP-Weges. Als Bezugswerte dienten 
wiederum die Aktivit/~ten im gohextrakt autotrophcr Zellen. Aus Tab. 2 
geht hervor, dab Fructose und Gluconat die Enzyme des ED-Weges stark 
induzieren. Aueh die Aktivitgt der 6-PG-DH war in heterotrophen 
Zellen deutlich erh6ht. Gluconat bewirkte im Gcgensatz zu H 16 in 
P./acilis eine en bloc-Induktion Mler Enzyme des Weges, einschlieglich 
Gluconokinase. Die Sehlfisselenzyme der Glykolyse (Phosphofructo- 
kinase, FDP-Aldolase) waren vorhanden, ihre Aktivitgten nach Anzueht 
auf Fructose jedoch zu gering, als dab ein gr6Berer Teil der Hexose fiber 
diesen Weg abgebaut werdcn k6nnte, tIinzu kam eine relativ starke 
FDPase. P. [acilis baut Fructose und Gluconar wahrscheinlieh auch fiber- 
wiegend fiber den ED-Weg ab; nut kleinere Anteile werden in den 
PP-Weg eingeschleust. 

Unter autotrophen Bedingungen hatten die meisten Enzyme des 
PP-Weges h6here Aktivitaten Ms nach heterotrophem Wachstum. 

Nachweis des Biosyntheseweges der Ribose 
mit radioaktiv markierten Substraten 

Herlcun/t der KohlenstoJ/atome der Ribose nach Waehstum von H. 
eutropha Stature I t  16 au/.Fructose oder Gluconat. Wenn davon ausgegan- 
gen wird, dub der Stamm H16 sowohl Fructose Ms aueh Gluconat aus- 
schlieglieh fiber den ED-Weg abbaut, kann ein Syntheseweg formuliert 
wcrden, der die theoretische Herkunft der Kohlenstoffatome der Pen- 
rosen aus beiden Substraten MMedergibt (Abb. 1 und 2). Die Schemata 
haben nur dann Gfiltigkeit, wenn die angegebenen Reaktionen ablaufen 
und die Pentosephosphate f/Jr weitere Synthesen genauso schnell ver- 
braueht wie sic gebfldet werden. Stehen sic I/~ngere Zeit mit den tIexose- 
phosphaten im Gleichgewicht, kommt es zu Ver/inderungen, die sich bei 
Anwendung markierter Verbindungen Ms ,,Verschmierung" der Radio- 
aktivit/~t bemerkbar maehen. 

Anzucht mit radioalctiv marlcierte~ Substraten und Isolierung der 
laC-Ribose. In die MarMerungsversuche wurde nebcn dem Stature H16 
auch P./aeilis einbezogen, da dieses Bakterinm Pentosephosphate ver- 
mutlich aueh fiber den oxydativen Teil des PP-Weges bfldet. Die Position 
der Markierung in dem angebotenen Wachstumssubstrat war entschei- 
dend ffir den Aussagewert der Experimente. W/~hrend der Anzucht in 
Rfihrkulturen wurden den Zellen folgende spezifisch marMerte Verbin- 
dungen geboten: 1-14C- nnd 6-14C-Flxtctose, 1-14C- und 6-1aC-Glueonat 
soMMe U-laC-Fructose. Tub. 3 gibt die eingesetzten Substrat- und Radio- 
aktivir und die daraus resultierende sloezifische Radioaktivit/~t 
der markicrten C-Atome wieder. 
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o%o~ ShOH ~OOH HO-f:H H-$~-O~ OOOH H-~-0H 6=0 
H o - - H  _ _ .  HJ.-OH ~-"-~ ~-~-OH ~-~- H-~-S~ 4 H-~-OH HK H-$-H _et~s H0- -H HO-7-H ' 

5 H-C-OH H--H- H-~-OH DH H-O-0H H-~-OH 
6 CH20H ~H20PO3H 2 CH20PO3H 2 ~H20PO3H 2 CH20PO3H 2 
Fructose F-5-P G-6-P 6-PG KDPG 

~ $~o ~~ ~5 H-L% 
4 HO-7-H 6 ~H2OPO3H 2 
5 H-C-OH. 
6 CH20PO3H2~.~ K GAP 

 .12 
HO-~-H 3 H0-7-H H+OH - . .  / ~ H-~"--~ 4 H-C-O~ 

~H~O,~O~H~ \ / ~  ~ oH~o~o~ 
H-C-OH ~ / 5 H-C-OH 5 H-~-OH 

6 ~H2OPO3H 2 
~-~-~ \ /  ~-~-~ ~_~_~ 

V ~ $~OH 
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5 H-9-OH 
6 OH20P03H 2 

1 C, H2O~ 7 H~ / xu-5-P 
2 C=0 3 Ho-~-H / "--. 54 ~-,~-OH / 

~,,P - . . J b  / 34 ,,_c_o. 4 H-~-OH 
5 H-6-OH --~ 5 H-6-OH 
5 ~H2OPO3H 2 ~ 6 ~H2OPO3H 2 

Su-7-P R-5-P 

* KDPG-Aldolase 

S~f 
3 [~H 3 
Pyruvat 

Abb. 1. Biosynthese der Pentosephosphate aus Fructose in Hydrogenomona8 eutrol~ha 
Stamm H 16. Die Zahlen beziehen sich auf die Stellung der C-Atome in dot Fructose 

Tabelle 3. Menge und @ezi/ische lCadioaktivitdt der in die Markierungsexperimente 
eingesetzten radioaktiven Substrate 

Kohlenstoff- H. eutropha H 16 P. /acilis 

quelle Substr~t/ Gesamt- spez. Subs%rat/ Gesamt- spez. 
Ansatz radio- Radio- Ansatz radio- Radio- 

aktivit~t aktivits aktivit~t aktivit~t 
(g) (~Ci) (mizCi / a (g) (fxCi) (m~Ci/a 

[~mol C) tzmol C) 

U-14C-Fructose 3,80 42,5 0,334 3,90 50 0,374 
1-14C-Fructose 4,00 50,0 2,26 4,00 50 2,25 
6-14C-Fructose 4,00 48,5 2,18 4,00 50 2,27 
1-1aC-Gluconat 3,80 49,5 2,84 4,00 42,5 2,32 
6-1aC-Gluconat 4,00 35,5 1,94 3,80 41,5 2,38 

a Die spezifische l~adioaktivitEt gilt ffir die jeweils markierten C-Atome. 
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COOH COOH FoOH 
2 H-b-0H H-~-OH 

H0- -H H 2 
'~ H 6-PG 4 H-~-0H GK - -OH > H- -OH 

5 H-~-OH H- -OH DHT H-C-OH 
6 CH2OP03H 2 CH2OPO3H 2 bH2OPO3H 2 

Gluconat 6-PG KDPG 

5 CH20H 6 VHp0H 
5 C=O 5 C0= 
4 HO-b-H 4 H0-r FDPase 
5 H-b-0H Y 4 H-V-OH 
5 bH2Op03H 2 / 5 H-C-OH 

Xu-5-P ~ 5 bH20P03H 2 
6 ,CH2OH ~6-P 
5 C=O T]]~ 
44 HO-~-H H-+OH H-LLOH H_$ oH 
5 H-C-OH H-b-OH / " 5 

bH2OP03H 2 55 bH20P03H 2 6 CH2OP03H 2 
F-6-P E-4-P GAP 

6 CH20H 4 
5 C=O 5 
4 H0-~-H 6 
4 H-b-OH 
4 H--b-0H 
5 H-~-OH 
6 bH2OPO3H 2 

Su-7 -P 

* KDPG-Aldolase 

** FDP-Aldolase 

I  OoOH 
2 
3 CH 3 

I~uvat  

~A~ IP ~A~ 

5 
4 H0-~-H 
4 H-C-OH 
5 H-b-:0H 
6 bH20P03H 2 

F-I , 6-DP 

6 L%~o~ 
5 
4 HO-~-H 
5 H-7-0H 
5 CH2OP03H 2 

CHO ~ XU-5-P 
H-~-OH + 

~H20PO3H 2 4 H_~HO H 
4 

GAP 4 H-G-OH 
5 H-9-O~ 
6 CH2OPO3H 2 

R-5 -P 

Abb. 2. Biosynthese der Pentosephosphate aus Gluconat in Hydrogenomonas eutropha 
Stature H 16. Die Zahlen beziehen sich auf die Stellung der C-Atome im Gluconat 

Tabeile 4. Zell/euchtgewicht und isolierte 14C-Ribose 

Kohlenstoffquelle H. eutropha H 76 P. /acilis 

Zellfeucht- ~aC-Ribose Zellfeucht- ~4C-Ribose 
gewicht gewicht 
(g) (mg) (g) (mg) 

U-l~C-Fructose 6.50 9,28 3,50 3,83 
1-1tC-Fructose 6,65 8,39 4,90 6,19 
6AaC-Fructose 6,35 10,80 4,80 6,09 
1-14C-Gluconat 6,15 8,62 3,20 4,83 
6-14C-Glucon~t 6,45 8,62 3,50 3,88 

Die Ribose wurde yon einem Papierchromatogramm eluiert und das Volumen 
auf 3 ml einges$ellt. Die Bestimmung mittels Orcinreaktion erfolgte mit einem 
0,1 ml-Aliquot, das vorher 1:50 verdiinnt wtlrde. Mit jeder MeBreihe wurden einige 
Standardwerte mitgeffihrt. 
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Aus den noch w~hrend der logari~hmischen Wachstumsphase geernte- 
ten Zellen wurde die R~qS extrahiert, hydrolysiert uncl die freie Ribose 
papierchromatographisch gereinigt und isoliert. Je  nach der eingesetzten 
Zellmasse gewannen ~4r zwischen 3,8 und 10,8 mg 14C-Ribose (Tab.4). 

Spezifischer Abbau der 14C-Ribose 

Fermentation der laC-Ribose durch Lactobacillus p lantarum A TCC 
8041. Pentosen werden yon Lactobacillus plantarum ATCC 8041 zwischen 
den C-Atomen 2 und 3 in C-2- und C-3-KSrper gespalten, die als Essig- 
bzw. Milchsiiure ins Medium ausgeschieden werden (Ges~ u. Lampen, 
1952). Zur Bestimmung der Markierungsverteilung in laC-Ribose setzte 
Bernstein (1953) den Organismus erstmalig ein. 

Die einzclnen Versuche wurden in Manometriegef~Ben durchgeffihrt, 
um die mit  der Verg~rung verbundene CO~-Entwicklung aus dem Bicar- 
bonatpuffer (Theorle: 2 mole C02/mol Ribose) zu verfolgen. Jeder 
Ansatz enthielt 500 ~mole i~C-Ribose, die sich aus der isolierten iaC- 
Ribose und unmarkierter  ,Triigerribose" zusammensetzte. Es war zu 
beachten, dab der endogene Stoffwechsel yon L. plantarum Essigs~ure 

Tabelle 5. Verge'rung der iaC-Ribose zu i4C-EssigsSure und iaC-Milchsgure durch 
L. plantarum: Ausbeute beider gerbindungen nach Isolierung und Reinigung 

Kohlenstoffquelle 14C-Ribose aus H. eutropha i4C-Ribose aus B. ]acilis 
H16 

isolierte Ausbeute isolierte Ausbeute 
Essigs~ure Essigsiure 
(~mole) (~ (~mole) (~ 

U-14C-Fructose 508 97 506 96 
1-i4C-Fructose 524 98 530 99 
6-i4C-Fructose 529 99 531 99 
1-1~C-Gluconat 502 95 514 98 
6-14C-Gluconat 515 97 522 98 

isolierte Ausbeute isolierte Ausbeute 
Milchsiure Milehs~ure 
(tzmole) (~ (~mole) (~ 

Uia-C-Fructose 454 91 450 90 
1-1aC-Fruc~ose 456 91 460 92 
6-i4C-•ructose 454 91 466 93 
1-i~C-Glucona~ 449 90 453 91 
6-i~C-Gluconat 450 90 462 92 

Die Verg~rung yon jeweils 500 tzmolen uC-Ribose erfolg~e in Manometriegef~Ben. 
Essigsiure wurde durch Wasserdampfdestilla$ion, Milchsiure dutch kontinuierliche 
_~therexSraktion aus dem G~rmedium isoliert. Siehe ~r und 1Y[ethoden fiir 
weitere Einzelheiten. 
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liefert (4--7~ deren Bildung eine zusi~tzliche, st6chiometrische C0~- 
Entwicklung aus dem Bicarbonatpuffer bewirkt. Sie wurde in Kontroll- 
gef~Ben ohne Ribose gemessen und bei der Berechnung der Essigsi~ure- 
ausbeute berficksichtigt (Tab. 5). 

Essig- und Milch8Sureabbau. Zur Bestimmung der spezifischen 
Radioaktivit~t der einze]nen C-Atome wurden Essig- und Milchsi~ure 
einem stufenweisen Abbau unterworfen, in dessen Verlauf ]edes C-Atom 
zu CO~ oxydiert und seine Radioaktivit~t ermittelt wurde. In  Vorver- 
suchen mit Verbindungen bek~nnter Aktiviti~t wurde der Abbau so lange 
optimiert, bis C02- und Aktivit~tsausbeuten iibereinstimmten. Die 
Carboxylgruppe der Essigsgure wurde durch Schmidt-Abbau, die Methyl- 
gruppe durch nasse Verbrennung nach w n  Slyke-l%lch in CO~ tiber- 
f/ihrt. Tab.6 gibt eine Ubersicht der C02-Ausbeuten und der gefun- 
denen Radio~ktivitat. 

Der Abbau der markierten Milchsaure vollzog sich in drei Schritten. 
Zuni~chst wurde die Carboxylgruppe (C~) durch KMnO~-Oxydation in 

Tabelle 6. Abbau der ~4C-Essigs~iure." Ausbeute der Abbauschritte und Radioalctivitgt 
in beiden C-Atomen 

Kohlenstoff- ~4C-Essigs~ure aus Ribose yon H. eutropha H 16 
quelle 

Schmidt- van Slyke-Folch- Radio- ~adio- 
Abbau (CI) a Verbrennung (C2) aktivi~t aktivit~t 
Ausbeute Ausbeute in C 1 in C2 
(%) (~ (Ipm) (Ipm) 

U-saC-Fructose 88 91 28024 30240 
1-14C-Fructose 82 83 1896 102204 
6A4C-Fructose 83 85 1464 31072 
1-14C-Gluconat 87 86 4296 3064 
6AaC-Gluconat 83 80 4563 88912 

~4C-Essigs~ure aus •ibose yon P. [acilis 

Schmidt- van Slyke-Folch- Radio- Radio- 
Abbau (C1) Verbrennung (C2) aktivit~t aktivi~t 
Ausbeute Ausbeute in C a in C2 
(%) (%) (Ipm) (Ipm) 

U-l~C-Fructose 80 85 10008 12248 
1-1~C-Fructose 82 84 840 77160 
6-14C-Fructose 83 84 440 18600 
i-laC-Glucona~ 84 82 504 880 
6A4C-Glucona~ 83 80 2512 50696 

C1 und C2 bezeichnen die COOI-L bzw. die Ctt3-Gruppe der Essigs~ure; die 
Ausbeuten beziehen sieh auf die eingesetzte Essigs~uremenge. 
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CO~ iiberffihr~. Aus C 2 und  Ca der Milchs~ure en~stand bei dieser l~eak- 
t ion Acetaldehyd,  der mit  Dichromat  zu Essigs~ure oxydiert  wurde. 
Durch  weiteren Schmidt -Abbau (C2) und  van  Slyke-Folch-Verbrennung 
(Ca) wurden die beiden restlichen C-Atome bes t immt (Tab. 7). 

Verteilung der radioalctiven Marlcierung in der Ribose. Die spezifische 
l~adioaktiviti~t der einzelnen C-Atome der l~ibose wurde aus den Wer ten  
der Abbauversuche berechnet.  I n  Tab. 8 ist die Markierungsver~eflung 
in der I~ibose beider St~mme nach W a c h s t u m  auf  verschieden markier ten 
Substra ten angegeben. Als MaBzahl der Markierung wurde die relative 
spezifische l~adioaktivit~t (RSI~) verwendet.  Sie ist definlert als Quotient  
aus der spezifischen Aktivi t~t  des fraglichen C-Atoms der l~ibose (in 
m~ Ci/~mol C) und  der spezifischen Aktivi t~t  des markier ten C-Atoms 
der Kohlenstoffquelle (Wachstumssubstrat)  multipliziert mit  dem Fak to r  
100. Geht das betreffende C-Atom des Substrates ohne Verdiinnung durch 

Tabelle 7. Abbau der 14C-MilchsSure: Ausbeute der Abbauschritte und tCadioaktivigit 
der C-Atome 

Kohlenstoff- 14C-l~ilchs~ure aus laC-Ribose von H. eutropha H 16 
quelle 

KM~O 4- Schmidt- van Slyke- Radio- l~adio- Radio- 
Oxyda- Abbau Folch-Ver- aktivit~t aktivit~t aktivit~ 
~ion (C1) a ( C ~ )  brennung in C 1 in C~ in C s 

(C~) 
Ausbeute AusbeuSe Ausbeute 
(~ (~ (~ (Ipm) (Ipm) (Ipm) 

U-l~C-~ructoso 87 71 75 26120 17976 20928 
1-tiC-Fructose 85 69 70 3 072 1424 2784 
6-x~C-~ructose 87 69 72 4336 2120 143768 
1-11C-Glucona~ 85 66 68 7 680 1880 1880 
6-14C-Gluconat 89 72 69 4080 11505 95920 

laC-~ilchs~ure aus laC-Riboso yon P. ]acilis 

KMmO 4- Schmidt- van Slyke- Radio- Radio- Radio- 
Oxyda- Abbau Folch-Ver- aktivit~t aktivit~t aktivit~t 
tion (C1) (C2)  brermtmg in C 1 in C2 in Ca 

(C3) 
Ausbeute Ausbeute Ausbeute 
(O/o) (o/o) (~ (Ipm) (Ipm) (Ipm) 

U-l~C-Fructose 88 75 77 10016 8024 8480 
1-14C-Fructose 85 67 69 1232 296 2120 
6-14C-Fructose 85 65 64 2032 408 69064 
1-1aC-Glucona~ 94 73 72 992 736 784 
6-1~C-Glucona~ 87 68 75 904 344 59904 

C1, C2 und Ca bezeichnen die -COOtt-, die -CHOtt- bzw. CHa-Gruppe der 
~r die Ausbeuten beziehen sich auf die eingese~zSe Milchs~uremenge. 
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Tabelle 8. Radioaktive Markierungsverteilung in der Ribose aus I~ydrogenomonas 
eutropha H 16 und Pseudomonas facilis nach Wachstum au/ spezi/isch markierter 

14C-Eructose oder l~C-Gtuconat 

Kohlenstoffquelle Relutive spezifische Radiouktivit~t 

Hydrogenomonas eutropha H 16 Pseudomonas /acilis 

C1 ~ C2 Cs C~ C5 C1 C2 C8 C~ C5 

U-14C-Fructose 100 95 95 81 89 98 78 78 74 76 
1-1~C-l~ructose 60 1 2 1 3 60 1 1 0 2 
6-~4C-Fructose 14 1 2 1 86 15 0 2 0 76 
1-1~C-Glucon~t 1 2 4 1 1 1 0 1 1 1 
6-1aC-Glucona~ 61 3 3 1 83 62 3 1 1 80 

a C1 usw. bezeichnen die einzelnen C-Atome der Ribose. 

unmarkierten Kohlenstoff in das Syntheseprodukt ein, n immt die RSR 
den Wert  100 an. Die Markierungsverteilung in der Ribose des Stammes 
H 16 entsprieht mit  gewissen Abweiehungen dem theoretiseh zu erwarten- 
den Bild, wenn die Synthcse vollstandig fiber den nicht-oxyda~iven Teil 
des PP-Cyclus verlauft  (Abb. 1 und 2). Die Aktivi ta t  der 1-1~C-Fruetose 
geht nicht als CO 2 verloren, sondcrn markiert  das C-1 der Ribose mit  
einer RSR yon 60 (theoretiseher Wert :  66). 

Eine hinreiehende Erklarung finder die geringe Verdfinnung der Akti- 
v i ta t  im C 1 dureh das Experiment  mit  6-14C-Fructose, die nicht nur das 
C 5 (RSR ---- 86), sondern auch das C 1 der Ribose deutlich - -  sogar etwas 
starker als erwartet  (RSR = 14) - -  markiert.  •ber TIM,  FDP-Aldolase 
und FDPase  wird aus GAP, das die C-Atome 4, 5 und 6 der Fructose ent- 
halt, in den Positionen 1 und 6 markiertes F-6-P gebildet, welches seiner- 
seits ftir die Pentosephosphatsynthese bereitstcht. Beim Wachstum auf 
Gluconat spielt diese Reaktionssequcnz eine entscheidende Rolle. Die 
Aktivi ta t  des 6-14C-Gluconats wird im C 1 (RSR ---- 61) und im C 5 der 
Ribose (RSR ~-- 83) wiedergefunden, nicht dagegen die Markierung des 
1-~4C-Gluconats. Naeh der Spaltung des 6-Phosphoglueonats durch das 
ED-Enzymsys tcm taucht  die Aktivi ta t  des 1-~4C-Gluconats in der Carbo- 
xylgruppe des Pyruva ts  auf, das fiber den Triearbonsaureeyclus abgebaut  
wird, wahrend GAP auBerdem noch ffir die Pentosesynthese benStigt 
wird. Bemerkenswert ist ]edoeh die fiber dem Grundniveau liegende Mar- 
kierung des C s (RSR = 4) durch 1-14C-Glueonat. In  schr geringem Umfang 
scheint auch Pyruva t  fiber die gluconeogenetischen Reaktionen an der 
F-6-P-Bildung beteiligt zu sein. 

Die Versuehe mit  U-14C-Fructose wurden unternommen, um die Ver- 
dfinnung der Aktivit~ten durch atmospharisches CO 2 zu bestimmen. 
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H16 vefffigt aueh naeh mehreren Waehstumspassagen auf Fructose noch 
fiber Ru-l,5-DP-Carboxylase, die die autotrophe CO~-Fixierung kataly- 
siert (Gottsehalk et al., 1964). Daneben wurden die Enzyme der hetero- 
trophen C02-Fixierung nachgewiesen (Frings u. Sehlegel, 1971). Um 19 
bzw. 11 ~ wurde die RSR der C-Atome 4 und 5 erniedrigt, die dcr fibrigen 
lag nahe beim Weft t00. Die geringe Verschmierung der Markierungen in 
allen Experimenten l~l~t den Schlul3 zu, dab die Pentosephosphate 
ebenso sehnell gebildet wie sic ffir weitere Synthesen verbraueht werden 
and alle drei Pentosephosphate zur Ribosesynthese beitragen. 

Wider Erwarten ist das radioaktive Verteilungsmuster in der Ribose 
aus P. ]acilis mit dem des Stammes H16 weitgehend identisch, auffallend 
lediglieh die erhebliche Erniedrigung der RSR in den C-Atomen 2--5 
(22--260/0) beim Wachstum auf U-14C-Fructose. P. ]acilis vermag auch 
unter heterotrophen Bedingungen viel CO s zu fixieren (McFadden u. Tu, 
1967). Die Synthesc der Pentosephosphate dutch die 6-PG-Dehydro~ 
genase hat in diesem Organismus offenbar keine oder nur so geringe 
Bedeutung, dal~ ihr Antefl mit der gew~hlten Methode nicht zu bestim- 
men ist. Darauf deutet auch die niedrige Aktivit~t des Enzyms naeh 
Waehstum auf Fructose oder Gluconat hin (Tab. 2). 

Diskussion 

Es existieren zwei quantitativ bedeutende Biosynthesewege der Pen- 
rosen aus den Hexosen; der oxydative und der nicht-oxydative Tefl des 
Pentosephosphat-Cyclus. Bei der Umsetzung yon 1 tool Hexose fiber den 
oxydativen Weg (G-6-P-DH -~ 6-PG-DH) entstehen neben 1 tool Pentose 
2 mole NAD(P)H s und 1 tool CO s. Das CO s stammt aus dem C-1 der 
ttexose. Die nicht-oxydativen Reaktionen (Transketolase ~- Transaldo- 
lase) liefern 6 mole Pentose aus 5 molen Hexose. Ausschliel~lich in tieri- 
sehen Geweben kommt ein weiterer Weg des Hexosestoffwechsels, der 
Glueuronat-Weg, vor (Utter, 1958). In dieser Sequenz ~_rd Glucose fiber 
Glucurons~ure in Pentosephosphate fiberffihrt. Eine Bedeutung in der 
Ribosesynthese seheint dem Weg nicht znzukommen (Hiatt u. Lareau, 
1958). 

Chemolithoautotrophe Bakterien, die wie H. eutropha Stamm H16 
in der Lage sind, CO 2 fiber den reduktiven PP-Cyelus (Calvin-Cyelus) zu 
fixieren, sollten den gesamten ffir die I~ueleotidsynthese benStigten 
Pentosebedarf dnrch diesen Cyclus decken kSnnen. Der Pentosesynthese 
durch die 6-PG-DIt-Reaktion k~me keine quantitative Bedeutung zu, 
lediglieh der l~ADPHs-Synthese durch dieses Enzym. So stellen Organis- 
men, sowohl autotrophe als auch heterotrophe, welche fiber den oxydati- 
yen Tell des PP-Weges nicht verffigen, die Ausnahme dar, z.B. Knallgas- 
bakterien yore Typ des Stamm H16. Andererseits isolierte Fraenkel 
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(1968) yon Escherichia coli eine 6-PG-D}I-negative Mutante, die auf 
Glucose genauso schnell wie der Wildtyp wuchs; ein Beweis dafar, dab 
selbst Organismen, die normalerweise einen oxydativen PP-Weg auf- 
weisen, ohne crkennbare Nachteile auf ihn verziehten kSnnen. 

Die in der RNS-I~ibose yon Stature H 16 und yon P. ]acilis gefundenen 
radioaktiven Markierungsmuster sprechen far eine gut regulierte Pentose- 
phosphatsynthese. Der Einbau yon t~adioaktivit~t aus der spezifisch 
markierten Kohlenstoffquelle in Positionen der Ribose, die theoretisch 
nieht markiert werden darften, ist sehr gering. K/ime es zu ciner relativen 
Uberproduktion yon Pentosephosphaten, d.h. wiirden sic schneller gebil- 
det als far Synthesen verbraueht, stiinden sie l~ngere Zeit mit dem I-Iexose- 
phosphatpool im Gleichgewicht. Die Folge w~re eine st~rkere unspezi- 
fische Verteflung der I~adioaktivitat auf alle C-Atome der Ribose (,,Ver- 
schmierung"). Die Markierungsverteflung in der Ribose nach Anzucht 
bcider St/tmme auf 1-14C- und 6-14C-Fructose sowie 1-1~C- und 6-14C- 
Gluconat l~Bt keinen Zweifel, dab die Pentosen ausschlieglich fiber den 
nicht-oxydativen Mechanismus gebildet wcrden. Unter den gegebenen 
Bedingungen nehmen an der Gluconeogenese und t~ibosesynthese nur die 
C-Atome 4, 5 und 6 der verffitterten Gluconsgure tell; die C-Atome 1, 2 
und 3, die nach der KDPG-Aldolase-Spaltung als Pyruvat vorliegen, sind 
an der Ribosesynthese nahezu nicht beteiligt. Diese aus dem nach Ver- 
ffitterung yon 1-1~C-Gluconat erhaltenen Markierungsmuster zu ziehende 
Folgerung bedeutet, dab Pyruvat weitgehend oxydiert wird. In P. [acilis 
scheint die 6-PG-DH ffir die i~ibosesynthese keine Rolle zu spielen. Die 
Ergebnisse stehen in gutem Einklang mit den Befunden von Fossitt u. 
Bernstein (1963), die bei entspreehenden Versuchen mit Pseudomonas 
saccharophila -- der Organismus baut Glucose aussehlieglich fiber den an 
ihm entdeckten ED-Weg ab (Entner u. Doudoroff, 1952) -- in der l~ibose 
eine sehr/~hnliche Aktivit~tsverteilung erhielten. Eine Erkl/~rung ftir die 
Markierung des CI dureh 6-14C-Glucose bzw. Gluconat fanden sie jedoch 
nicht, weft keine FDP-Aldolase naehgewiesen wurde. P. saccharol)hila 
wurde aber als Knallgasbakterium isoliert (Doudoroff, i94~0) und ist 
daher w/~hrend der autotrophen CO~-Fixierung auf die Aktivit/~t dieses 
Enzyms angewiesen. 

An einer ganzen Reihe anderer Stamme ist bisher die Pentosebiosyn- 
these bereits untersueht worden. Brenneman et al. (1960) forderten auf- 
grund yon MarMerungsexperimenten mit 14C-Acetat eine ,,C-3 plus C-2". 
Kondensation in Alcaligenes ]aecalis, aber keine Beteiligung yon Hexose- 
vorl/~ufern an der Synthese. Einen genauen Mechanismus konnten sic nicht 
formulieren. Dagegen lassen die Versuehe yon Decker et al. (i966) den 
eindeutigen SehluB zu, dab Clostridium Iduyveri aus J~thanol, Aeetat und 
Crotonat die Pentosen fiber die Transketolase-Transaldolasereaktionen 
bfldet. 
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Die yon verschiedcnen Gruppen angestellten intensiven Untersuchun- 
gen an E. coli zielten auf die Ermittlung der relativen Beteiligung der 
beiden Sequenzen des PP-Weges ab. Nach Wachstum auf 1-1aC-Glucose 
veranschlagte Bernstein (1956) den Anteil des nicht-oxydativen Weges an 
der Ribose-Synthese auf 10--30~ Dieser Anteil erhSht sich auf 
65--800]0, wenn E. coli auf Acetat angczogen wird (Bagatcll et al., 1958, 
1959). Das deutet auf eine Abh~ngigkeit des Syntheseweges yon dem 
jeweiligcn Wachstumssubstrat und dcr vorherigen Anzucht hin. Es 
konntc besti~tigt werden, dal~ in Acetat-Zellen dig Ribose zu 20--35~ 
nach mehffacher Glucosepassage solcher Zellen zu ca. 80~ fiber den oxy- 
dativen Weg gebildet wird (Szynkiewicz et al. 1961; Sable u. Cassisi, 
1962). Aufgrund ihrer Experimente mit 1-1S0-Glucose, deren markierter 
Sauerstoff ausschliel~lich in der 5'-Position der Nucleoside wiedergefunden 
wurde, bereehneten Caprioli u. Rittenberg (1969) den Anteil des oxyda- 
riven Wegcs dagegen nur mit 30~ Der Einbau yon 2-1sO- und 6-1sO- 
Glucose untermauerte die Schlul~folgerungen. Die Hauptaufgabe dieses 
Weges sehen die Autoren in der Bereitstellung yon NADPH~. 

Solche teflweise unterschiedliehen Ergebnisse haben ihre Ursache in 
der Unsicherheit bei der Beurteilung der Markierungsverhiiltnisse. Wood 
et al. (1963) bezweffelten die meisten Berechnungen, da die Reversibiliti~t 
der Transketolase- und der Transaldolasereaktionen nicht berfieksichtigt 
wurde. Danach wfirde dcr Weg des Markierungseinbaues dem tatsi~chli- 
then Syntheseweg der Ribose nieht entsprechen. Wie Katz u. Rognstad 
(1967) zeigten, verl~uft die Iqettosynthese der Pentosen zumindcst in 
E. coli immer fiber den oxydativen Weg. Nur ein sehr kleiner Tell der 
durch die oxydativen Reaktionen gebildeten Pcntosephosphate wird in 
Phosphoribosylpyrophosphat umgewandelt. Der ~berschu]~ wird in 
Itexosephosphate recyclisiert, so dal~ im nicht-oxydativen Zweig der 
Kohlenstoff yon den Pentosen zu den Hexosen itie~t. Demnach dient der 
Gesamtcyclus also der Regenerierung yon NADPH 2. Mit gewissen Ein- 
schr~nkungen gelten diese Vorbehalte auch ffir die Auswertung der 
Ergebnisse bei P. ]acilis. Die 6-PG-DH ist jedoch ~AD-spezifisch und 
wenig aktiv (Tab.2), und die G-6-P-DH hat im Gegensatz zu E. coli vor 
allem eine katabo]ische ~unktion. Im Stamm H 1 6  sind die Wege der 
Ribosesynthese und des Radioaktivit~tseinbaues identisch, da die 
6.PG-DH fehlt. 
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