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S U M M A R Y  

The mechanism of the enzymic production of acetaldehyde from "active acetaldehyde" 
(o~-hydroxyethyl thiamine pyrophosphate) 

i. The enzymic formation of acetaldehyde from a-hydroxyethyl thiamine pyro- 
phosphate with purified apopyruvate decarboxylase from yeast is inhibited by 
thiamine pyrophosphate. This inhibition explains (at least partly) the slow enzymic 
production of acetaldehyde from a-hydroxyethyl thiamine pyrophosphate prepa- 
rations containing a considerable amount of thiamine pyrophosphate. 

2. The enzymic formation of acetaldehyde from ~-hydroxyethyl thiamine pyro- 
phosphate with apocarboxylase does not take place in form of an exchange reaction 
with pyruvate, as discussed earlier, but in form of the direct reaction: 
a-hydroxyethyl thiamine pyrophosphate --> acetaldehyde + thiamine pyrophosphate. 

EINLErTUNG 

1958 konnten BRESLOW 1 und KRAMPITZ et al. ~ auf Grund yon chemischen und enzy- 
matischen Modellversuchen am C, des Thiazolteiles mit dem Hydroxy~ithylrest sub- 
stituiertes TP P  (HETPP ---- "aktiver Acetaldehyd") als Zwischenprodukt der TPP- 
abh~tngigen Decarboxylierung yon Pyruvat  zu Acetaldehyd wahrscheinlich machen. 
1959 beschrieben wir 3 (vgl. auch ref. 4) die Isolierung sowie die chemische und enzy- 
matische Charakterisierung von H E T P P  aus Ans~ttzen von gereinigter Bierhefe- 
Pyruvatdecarboxylase mit Pyruvat .  196o berichteten CARLSON UND BROWN 5 in 
einer vorl~tufigen Mitteilung fiber den Nachweis von H E T P P  in Hefe und Ans~tzen yon 
Pyruvatdecarboxylase aus Weizenkeimlingen mit Pyruvat.  Vor kurzem teilten wi#, 7 
die Isolierung yon H E T P P  aus Pyruvatoxydase-Ans~tzen und die Identifizierung 
dieser Substanz mit dem frfiher als Zwischenprodukt der anaeroben Pyruvat-Decar- 
boxylierung erhaltenen H E T P P  mit. Wir konnten weiter zeigen, dass H E T P P  bei 
der Inkubation mit Pyruvatoxydase aus Hefemitochondrien den Acetylrest von Ace- 
tyl-Coenzym A liefert s. 

Abki i r zungen :  T P P  = T h i a m i n p y r o p h o s p h a t ;  H E T P P  ~ ~ - H y d r o x y i i t h y l - 2 - t h i a m i n p y r o -  
phospha t .  
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In der vorliegenden Arbeit studieren wir die Kinetik und den Mechanismus der 
Freisetzung yon [14C]Acetaldehyd aus [14CIHETPP mit Apopyruvatdecarboxylase 
aus Hefe. Wir k6nnen zeigen, dass TPP die Freisetzung von Acetaldehyd aus HETPP 
stark hemmt (vermutlich durch Konkurrenz um die Wirkungsstelle am Enzymprotein). 
Weiter zeigen wir, dass Zusatz yon Pyruvat  zur Freisetzung yon [14C]Acetaldehyd 
aus [IIC]HETPP nicht, wie frtiher diskutiert3, 4, auf Grund einer Austauschreaktion 
notwendig ist, sondern um Tr~tger-Acetaldehycl zu liefern. Dieser erm6glicht die 
Erfassung des enzymatisch freigesetzten radioaktiven Acetaldehyds als Dinitrophenyl- 
hydrazon. 

METHODEN UND PR~.PARATE 

H E T P P  

[14C]a-HydroxyAthyl-2-thiaminpyrophosphat wurde aus AnsiLtzen von [2-14C1 
Pyruvat und TPP mit Pyruvatoxydase aus Schweineherzmuskel mittels Papier- 
chromatographie bzw. Ionenaustauschchromatographie isoliert 7. 

A pocarboxylase 

Von gereinigter Pyruvatdecarboxylase aus Bierhefe4, a wurde, wie frfiher be- 
schrieben 4, lo durch Alkalibehandlung TPP abgespalten. 

Freisetzung von [14C]Acetaldehyd aus [14C] HE T P P  mit Apocarboxylase 

Unter teilweiser Abiinderung der frfiher beschriebenen Methode3, 4 inkubierten 
wir im Hauptraum yon Warburg-Gefiissen mit 2 Birnen (Gesamtvolumen 1.5 ml) 
o.oi /zMole durch Ionenaustauschchromatographie gereinigtes [2-14CJHETPP, wel- 
ches noch etwa 45% TPP enthielt (vgl. ref. 7) in o . i i  M Na-Citrat Puffer pH 6.35 
mit 0.33" lO -3 M Trilon (Aethylendiamintetraacetat) und o.ooi M MgSO,. 

Die Temperatur war 25 °. Die Reaktion wurde durch Hinzukippen der in der 
ersten Birne befindlichen Apocarboxylase (6-8 mg) gestartet. Nach 20 min Inku- 
bation ffir die Rekombination von HETPP bzw. TPP und Mg 2+ mit der Apocarboxylase 
gaben wir aus der zweiten Birne 5 /zMole Pyruvat bzw. Acetaldehyd hinzu. Der An- 
satz wurde, falls nicht anders angegeben, weitere 12 Stunden langsam geschfittelt. 
Im Einsatz des Warburg-Gef/Lsses befanden sich 25 ~Mole 2,4-Dinitrophenylhydrazin 
in 0.5 ml 2 N HC1, die vollst/indig in fAcherf6rmig gefaltetes Filterpapier n aufgesogen 
waren. Nach der Inkubation entnahmen wir die Filterpapiere dem Einsatz und extra- 
hierten die getrockneten Papiere mit heissem Aethylacetat. Vom Extrakt wurden 
Proben auf Aluminiumsch/ilchen getrocknet und im Handprobenwechsler FH 411 mit 
dem Methandurchflussz/ihlrohr FH 407 (Frieseke u. Hoepfner, Erlangen) gez/ihlt. 
Alle Imp./min-Angaben der vorliegenden Arbeit wurden in dieser Anordnung ge- 
messen. Es kommen hierbei etwa 60 % der wahren Impulse zur Ziihlung. Die Chroma- 
tographie des [2-14C] Acetaldehyd-dinitrophenylhydrazons auf mit Dimethylformamid 
impr/igniertem Papier (Schleicher und Schtill 2o43b Mgl) mit Cyclohexan 12 ergab den 
gleichen RF-Wert wie authentisches Acetaldehyd-dinitrophenylhydrazon. Die Mes- 
sung des eingesetzten [14C]Pyruvats, bzw. [14C]HETPP, sowie der im Hauptraum 
nach der Inkubation verbliebenen Radioaktivit~it erfolgte nach Auftragen auf Alumi- 
niumsch/ilchen wie vorstehend angegeben. Ein Kontrollversuch zeigte, dass ohne 
Apocarboxylase in einem sonst vollst/indigen Ansatz kein [14C]Acetaldehyd aus 
[14C]HETPP freigesetzt wird. 
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ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

In Tabelle I sind Daten zur Kinetik der Freisetzung yon [l*C~Acetaldehyd aus 
[~4C]HETPP zusammengestellt. Man sieht, class in den ersten 2 Stunden die Acetal- 
dehyd-Freisetzung (gemessen an der Radioaktivit~t  im Einsatz mit  2,4-Dinitro- 
phenylhydrazin) etwa proportional zur Zeit erfolgt, wtihrend in den anschliessenden 
I0 Stunden nut  noch eine Verdoppelung der Ausbeute zu erzielen ist. Da im Verlauf der 
Inkubat ion eine Triibung durch denaturiertes Eiweiss sichtbar wird, dtirfte dies auf 
Inaktivierung der Apocarboxylase zurtickzuftihren sein. Der Haupttei l  tier eingesetz- 
ten Radioaktivitttt  findet sich nach Versuchsende im Haupt raum der Warburg- 
Gefasse wieder. Frtiheren Versuchen zufolge* handelt es sich hierbei um unverttndertes 
HETPP,  das nach erneutem Einsatz in obige Versuchsanordnung dieselbe prozentuale 

T A B E L L E  I 

ABH~.NGIGKEIT DER FREISETZUNG VON ACETALDEHYD AUS H E T P P  MIT 
APOCARBOXYLASE VON DER INKUBATIONSZEIT 

Ansiitze und Bes t immung  des LlaC]Acetaldehyds siehe METHODEN UND PRAPARATE. Nach 20 min 
Inkuba t ion  fiir die Rekombina t ion  von H E T P P ,  Mg 2+ und Apocarboxylase wurden  aus der zweiten 

Birne des Warburg-Gef~.sses 5 /*Mole Acetaldehyd hinzugegeben. 

Inkubat ionsze i t  ( S tunden)  : £ 2 ~ 2 

Imp . /min  des eingesetzten H E T P P  3 ° 7oo 3 ° 7oo 3 ° 7oo 
Imp . /min  des als Din i t rophenylhydrazon  im Einsatz  abgefangenen I 390 3 280 6 980 

Acetaldehyds 
Ausbeute  all freigesetztem [14C]Acetaldehyd 4.5 % i i % 23 % 
I m  H a u p t r a u m  wiedergefundene Imp . /min  21 13o 17 79o 12 700 
Insgesamt  wiedergefundene Im p . / m i n  22 520 21 06o I9 660 

Ausbeute an freiem E14C]Acetaldehyd liefert wie beim ersten Versuch. Die Bestim- 
mung von El*ClAcetoin im Inhal t  des Hauptraumes  nach HAPPOLD END SPENCER 13 
(siehe auch ref. 4, 14) ergab Werte von weniger als 1 °//0 der insgesamt vorhandenen 
14C-Aktivitiit. 

Die Freisetzung von [14C~Acetaldehyd aus E14CIHETPP erfolgt diesen Versuchen 
zufolge wesentlich langsamer als die durch das gleiche Enzymprttparat  unter den- 
selben Bedingungen m6gliche f3berffihrung yon Pyruvat  in freien Acetaldehyd. Einen 
Grund hierftir sehen wir in der Hemmung des HETPP-Umsatzes  durch das in unseren 
PrAparaten in betrttchtlichem Prozentsatz enthaltene TPP.  Belegversuche ftir eine 
derartige Konkurrenzhemmung sind in Tabelle I I  zusammengestellt.  Welchen 
Anteil die TPP-Hemmung  am Zustandekommen des langsamen Umsatzes von H E T P P  
hat, wird erst zu entscheiden sein, wenn reines H E T P P  ftir quanti tat ive Versuche zur 
Verftigung steht. Als weitere Ursache ftir den langsamen Umsatz yon H E T P P  muss die 
geringe Konzentration des H E T P P  in unseren Versuchen berticksichtigt werden. Bei 
dem in Tabelle I niedergelegten Versuch lagen etwa 7" lO-6 Mole HETPP/1 vor. Die 
Michaeliskonstante* der Apopyruvatdecarboxylase mit  T P P  betrttgt 2-lO -5 Mole/1. 
Sollte die Michaeliskonstante von H E T P P  gleich gross sein, so wttren unter unseren 
Bedingungen mit  H E T P P  15-2o% der Reaktionsgeschwindigkeit bei TPP-Sttttigung 
zu erwarten. Quanti tat ive Aussagen zu diesem Problem werden erst m6glich sein, 
wenn die Michaeliskonstante von H E T P P  bekannt  ist. 
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Ein geschwindigkeitsbegrenzendes langsames ~3bertreten des im Hauptraum frei- 
gesetzten [14C]Acetaldehyd in die Dinitrophenylhydrazin-L6sung des Einsatzes 
konnte durch Kontrollversuche mit KOHLHAW 14 ausgeschlossen werclen. Diese Ver- 
suche zeigten, dass in genau derselben Anordnung, wie sie bei den Versuchen von 
Tabellen I, II  und I I I  verwendet wurde, o.ooI/zMol [14ClAcetaldehyd (dies entspricht 
der bei den Versuchen in Tabelle I nach 2 Stunden im Einsatz gefundenen Menge 
[14C]Acetaldehyd ) bei Zugabe von 5/zMol Tr~iger-Acetaldehyd bereits nach I Stunde 
aus dem Hauptraum quanti tat iv in das mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin getfiinkte 
Filterpapier des Einsatzes fibergetreten waren. Ein Kontrollversuch ohne Zugabe von 
Tr~ger-Acetaldehyd zeigte wie zu erwarten, dass nach 4 Stunden weniger als IO % 
der eingesetzten o.ooi /zMol [~4C]Acetaldehyd im Einsatz mit Dinitrophenyl- 
hydrazin zu finden waren. 

T A B E L L E  II 

HEMMUNG DER ENZYMATISCHEN FREISETZUNG VON ACETALDEHYD AUS H E T P P  
DURCH ZUSATZ YON T P P  

AnsAtze und Bes t immung  des [14C]Acetaldehyds siehe METHODEN UND PRAPARATE. Nach 20 min 
Inkuba t ion  ffir die Rekombinat ion yon HETPP ,  Mg z+ und Apocarboxylase wurden aus der zweiten 

Birne des Warburg-GefAsses 5/*Mole Acetaldehyd hinzugegeben. 

Eingesetzte l~Mole [~'CJHETPP* o.ox o.o~ 

Eingesetzte Imp. /min  3 ° 700 30 700 
Zugesetzte #Mole T P P  - -  I.O 
HETPP-Geha l t  in % der Summe H E T P P  + TPP* 55 % 1% 
Imp. /min  des als Dini trophenylhydrazon im 6 980 I 23o 

Einsatz abgefangenen Acetaldehyds 
Ausbeute an freigesetztem [14C]Acetaldehyd 23 % 4 % 
Im H a u p t r a u m  wiedergefundene Imp. /min  12 700 21 900 
Insgesamt  wiedergefundene Imp. /min  19 680 23 I3O 

* Ein Vergleich des im eingesetzten HETPP-Pr i ipara t  durch Thiochromtest  bzw. Ultraviolette- 
Absorpt ionsmessung bes t immten T P P  + H E T P P  mit  dem durch Radioaktivi t i i tsmessung be- 
s t i m m t e n  H E T P P  ergab 55 % H E T P P  neben 45 %TPP.  

Aus Tabelle II sieht man, dass zugesetztes TP P  die Freisetzung von E14ClAcetal- 
dehyd aus [14CIHETPP stark hemmt. Bei diesem Versuch wurde das reinste, uns zur 
Zeit zur Verffigung stehende HETPP-Pr~iparat eingesetzt. Es war durch Ionenaus- 
tauschchromatographie und Papierchromatographie aus Ans~itzen von Pyruvatoxy-  
dase mit [14C~Pyruvat und TPP  gereinigt worden und enthielt 55 % H E T P P  neben 
45 % TPP. Erh6ht man den Gehalt an T P P  von 45 % auf 99 %, so wird unter sonst 
gleichen Bedingungen die Ausbeute an freigesetztem Acetaldehycl von 23 % auf 4 % 
erniedrigt (vgl. Tabelle II). Man kann nun verstehen, weshalb wit in frfiheren Ver- 
suchen, bei denen HETPP-Pr~iparate mit mehr als 95 % TP P  verwendet wurden, 
nur sehr geringe Ausbeuten bei der enzymatischen Freisetzung von Acetaldehyd und 
bei der enzymatischen Bildung von Acetoin aus H E T P P  und Acetaldehyd erhielten. 
Quantitative Versuche fiber die Konkurrenzhemmung sollen durehgeffihrt werden, 
wenn uns reines H E T P P  und eine einfachere Testmethode ffir die Freisetzung von 
Acetaldehyd zur Verffigung stehen. 

In einer frfiheren Arbeit 4 hatten wir gezeigt, dass man bei der Inkubation yon 
[~4C~HETPP mit Apopyruvatdecarboxylase und Mg 2+ im Hauptraum von Warburg- 
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Gefiissen nur dann II~ClAcetalclehyd im Dinitrophenylhydrazin-Einsatz nachweisen 
kann, wenn den Ansiitzen Pyruvat  zugesetzt wird. Als Ursache ffir die Notwendigkeit 
des Pyruvat-Zusatzes hatten wir eine Austauschreaktion nach folgender Gleichung 
diskutiert" 

P y r u v a t  + [ 1 4 C ~ H E T P P - - - +  P y r u v a t - T P P  + E 1 4 C ] A c e t a l d e h y d  

Tabelle I I I best~tigt unsere frtiheren Versuche, wonach die Freisetzung von E14Cl- 
Acetaldehyd aus [14C~HETPP nach Zusatz von Pyruvat  wesentlich erh6ht ist (vgl. 
die Kolonnen I und III).  Wie die Kolonnen IV und VI zeigen, gilt dies jedoch nicht 
nur ffir die Freisetzung von [14ClAcetaldehyd aus [I~C]HETPP, sondern auch aus 
I14C]Pyruvat. Es kann sich demnach nicht um die frtiher diskutierte Austauschreak- 
tion handeln, sondern, wie die in den Kolonnen II  und V wiedergegebenen Versuche 
zeigen, ist lediglich die Anwesenheit von Tr~ger-Acetaldehyd notwendig, um die ge- 
ringen Mengen freigesetzten radioaktiven Acetaldehyds im Einsatz als Dinitrophenyl- 
hydrazon nachweisbar zu machen. Der Zusatz von inaktivem Pyruvat  bewirkt ebenso 
wie der Zusatz yon Acetaldehyd eine hohe Ausbeute an E14ClAcetaldehyd im Einsatz, 

T A B E L L E  I I I  

AUSBEUTE BEI DER t~NZYMATISCHEN FREISETZUNG VON ACETALDEHYD 
M I T  UND OHNE ZUSATZ VON TRJkGER-ACETALDEHYD BZW. PY'RUVAT 

A n s ~ t z e  u n d  B e s t i m m u n g  y o n  [ 1 4 C ] A c e t a l d e h y d  s i ehe  METHODEN UNB PRAPARATE. D i e  m a n o -  
m e t r i s c h e  V e r f o l g u n g  d e r  C O ~ - E n t w i c k l u n g  i n  d e n  5 .uMole  P y r u v a t  e n t h a l t e n d e n  GefS,ssen e r g a b  

d a s s  n a c h  2o m i n  (I),  b z w .  5 m i n  (IV) 4 .5  ~ M o l e  C O  2 g e b i l d e t  w a r e n .  

Warburggefiiss Nr. I I1 II1 IV V VI 

E i n g e s e t z t e / , M o l e  [ 1 4 C ] H E T P P  o . o i  o . o i  o . o i  - -  - -  - -  
E i n g e s e t z t e / , M o l e  [ 2 - 1 4 C ~ P y r u v a t  . . . .  o .o  I * o .o  i * o .o  i * 
E i n g e s e t z t e  I m p . / m i n  3o  700  30  7 0 0  30  700  3 ° o o o  3 o  o o o  3 ° o o o  
Z u s a t z  v o n  5 / ~ M o l T r / i g e r - P y r u v a t  + \ - -  + . . . .  
Z u s a t z  y o n  5 p M o l  

T r i t g e r - A c e t a l d e h y d  - -  + - -  - -  + - -  
I m p . / m i n  d e s  a l s  D i n i t r o p h e n y l -  

h y d r a z o n  i m  E i n s a t z  a b g e f a n g e -  
n e n  A c e t a l d e h y d s  7 53 ° 6 9 8 0  i 78o  22 0 2 0  19 5 3 0  4 o o o  

A u s b e u t e  a n  f r e i g e s e t z t e m  
o, 65 % 13 % [ 1 4 C ~ A c e t a l d e h y d  25 % 23 % 5, 8 % 73 /o 

[ m  H a u p t r a u m  w i e d e r g e f u n d e n e  
I m p . / m i n  9 9 6 0  12 6 9 0  12 2 4 0  73 ° 6 3 0  i 0 2 0  

I n s g e s a m t  w i e d e r g e f u n d e n e  
I m p . / m i n  17 4 9 0  ~9 6 7 0  14 0 2 0  22 75 ° 20 16o 5 o 2 o  

* I m  H a u p t r a u m  z u s i i t z l i c h  o . i  t t M o l  T P P .  

da Pyruvat  an dem zugesetzten bzw. als Verunreinigung im [14C] H E T P P  enthaltenen 
T P P  zu Acetaldehyd decarboxyliert wird, der als Tr/iger-Acetaldehyd dient. Tat- 
s~chlich beobachtet man an den Manometern der Warburg-Gefftsse bereits 5 min nach 
Zusatz des Pyruvats  bei dem in Kolonne IV wiedergegebenen Versuch mit viel T P P  
eine 99% ige Decarboxylierung des zugesetzten Pyrttvats, und im Versuch mit HETPP,  
das etwa 50 % TPP  enthielt (Kolonne I) waren nach etwa 20 min 9 ° % des Pyruvats  
zu Acetaldehyd decarboxyliert. Wir mtissen demnach auf Grund der in Tabelle I I I  
wiedergegebenen Versuche unseren frfiher zur Diskussion gestellten Vorschlag einer 
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Austauschreaktion zuriickziehen und formulieren die Freisetzung yon Acetaldehyct 
jetzt folgendermassen : 

H E T P P  (Apocarboxylase, Mg~+) Acetaldehyd + TPP --> > 

Ffir die Decarboxylierung von Pyruvat mit Pyruvatdecarboxylase aus Hefe er-- 
gibt sich damit zusammen mit unseren frfiheren Befunden 3, ~ folgende Sequenz: 

Pyruvat (+TPP)___~ P y r u v a t - - T P P  ( co,)__~ H E T P P  (--TPP)_+ Acetaldehyd 

Die vorliegende Arbeit wurde mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemein- 
schaft und des Bundesministeriums ffir Atomkernenergie und Wasserwirtschaft 
untersttitzt. 

ZUSAMMENFASSUNG 

I. Die Freisetzung von Acetaldehyd aus "Aktivem Acetaldehyd" mit gereinigter 
Apopyruvatdecarboxylase aus Bierhefe wird durch Thiaminpyrophosphat gehemmt. 
Diese Konkurrenzhemmung erkl~trt (zumindest teilweise) die langsame Freisetzung 
von Acetaldehyd beim enzymatischen Umsatz von Pr~paraten, die viel Thiamin- 
pyrophosphat enthalten. 

2. Die Freisetzung von Acetaldehyd aus "Aktivem Acetaldehyd" mit Apo- 
carboxylase erfolgt nicht in einer frtiher von uns3, a diskutierten Austauschreaktion 
mit Pyruvat, sondern in einer direkten Reaktion: Aktiver Acetaldehyd--+ Acet- 
aldehyd + TPP. 
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