Pyridin, der wasserstoffiibertragende Bestandteil
von Garungsfermenten
von Otto Warburg und Walter Christian.
(18. VII. 36.)

Girung ist, wie Pasteur es ausdrickte, ,innere’ Atmung.
Denn wihrend bei der Sauerstoffatmung der Zelle Zucker durch
ein von aussen zugefiihrtes Oxydationsmittel, den molekularen
Sauerstoff, oxydiert wird, wird bei der Gérung Zucker durch Oxy-
dationsmittel oxydiert, die innerhalb der girenden Zelle, durch die
Girung, entstehen.

Das Oxydationsmittel der alkoholischen Gérung ist, wie Carl
Neuberg fand, der Acetaldehyd, der den Zucker zu Brenztrauben-
sdure oxydiert und dabei selbst zu Alkohol reduziert wird:

1 Hexose + 2 Acetaldehyd = 2 Brenztraubensaure + 2 Alkohol. (1)
Da bei Gegenwart von Carboxylase
2 Brenztraubensiure = 2 Acetaldehyd + 2 Kohlendioxyd, (2)

so fallen Brenztraubensiure und Acetaldehyd aus der Bilanz heraus
und man erhilt, durch Addition der Gleichungen (1) und (2), die
Gleichung der alkoholischen Gérung
1 Hexose == 2 Alkohol + 2 Kohlendioxyd. (3)
Entsprechend ist die milchsaure Gérung — nach den Arbeiten
von R. Nilsson, G. Embden und O. Meyerhof — ein Vorgang, bel
dem Brenztraubensidure die Hexose zu Brenztraubensidure oxydiert
und dabei selbst zu Milchsdure reduziert wird:
1 Hexose + 2 Brenztraubensiure = 2 Brenztraubensaure -+ 2 Milchséiure. (4)
Da
2 Brenztraubensiure = 2 Brenztraubenséure, (5)
so fallt die Brenztraubensiure aus der Bilanz heraus, und man erhilt,
durch Addition der Gleichungen (4) und (5), die Gleiehung der
milchsauren Girung
1 Hexose = 2 Milchsiure. (6)

Bei dieser Darstellung haben wir die intermedidren Phosphory-
lierungen, da sie die Oxydationsstufen der reagierenden Molekeln
nicht dndern, fortgelassen. Wir haben auch die Frage nicht beriihrt,
wie der Aldehyd oder die Brenztraubensdure entstehen, die zum
Anlauf der Girung notwendig sind. Sind diese Oxydationsmittel
erst da, so werden sie jedenfalls immer von neuem durch die Reak-
tionen erzeugt, in denen sie verschwinden —- eine wunderbar sinn-
reiche Einrichtung der Natur zur Erhaltung des Lebens unter Be-
dingungen, unter denen der molekulare Sauerstoff fehlt.
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Betrachten wir Gleichung (1), so kénnen wir die alkoholische
Garung als einen Vorgang auffassen, bei dem Vasserstoff der Hexose
auf Aldehyd iibertragen wird. Entsprechend kénnen wir, nach
Gleichung (4), die Milchsduregirung als einen Vorgang auffassen, bei
dem Wagsserstoff der Hexose auf Brenztraubensidure itbertragen wird.

In diesem Vortrag werden wir zeigen, dass die Girungsgleichung
(1) aufzuldsen ist in die beiden Gleichungen

1 Hexose + 2 Pyridin = 2 Brenztraubensiure + 2 Dihydro-pyridin
2 Dihydro-pyridin + 2 Acetaldehyd = 2 Pyridin + 2 Alkohol.

Entsprechend ist die Gérungsgleichung (4) aufzuldsen in die

beiden Gleichungen
1 Hexose + 2 Pyridin == 2 Brenztraubensdure + 2 Dihydro-pyridin
2 Dihydro-pyridin + 2 Brenztraubensiure = 2 Pyridin + 2 Milchsiure.

Die Girungen sind also Pyridin-Katalysen, bei denen der

Pyridinring durch den Wechsel
Pyridin — Dihydro-pyridin
Wasserstoff iibertrigt.

Dag Pyridin, das so wirkt, ist nicht freies Pyridin, sondern eine
im Girungsferment gebundene Pyridinverbindung, das Amid der
Nicotinsédure
CH
CH;}/ \}C-CONHZ
cnl\ /CH
N
das frei wird, wenn man das Gérungsferment mit Siuren spaltet.

Reversible Hydrierung von einfachen Pyridinverbindungen.

Freies, aus dem Verband des Girungsferments abgespaltenes
Nicotinsiure-amid kann nicht zu der reversiblen Dihydroverbindung
hydriert werden und kann deshalb nicht als Wasserstoffiibertriger
wirken, Platin-Wasserstoff hydriert Nicotinsiure-amid zu der irre-
versibeln Hexahydroverbindung. Hyposulfit!) hydriert Nicotinsdure-
amid nieht.

Die erste einfache Pyridinverbindung, die wir partiell und
reversibel hydrieren konnten, war eine dem Nicotinsdure-amid ver-
wandte Substanz, in der der Pyridinstickstoff 5-wertig ist, das
Methylbetain der Nicotinsidure

CH
cH N - 000
CHH\ /CH
4 N
CH,

1) Na,8,0,.
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das in der Natur vorkommt und von seinem Entdecker, E. Jahns,
Trigonellin genannt worden ist.

Trigonellin wird von Hyposulfit in schwach alkalischer Lésung
zur Dihydroverbindung hydriert und kann durch ein in der Natur
vorkommendes Ferment, das gelbe Oxydaticnsferment, zur Pyridin-
verbindung wieder dehydriert werden.

Eine andere einfache Pyridinverbindung, die wir partiell und
reversibel hydrieren konnten, steht dem Nicotinsdure-amid noch
niher als das Trigonellin. Es ist das Jodmethylat des Nicotinsdure-
amids:

CH
CHj/ \]OCONHZ
CH"\ '/CH
N
VRN
CH, J

Diese Substanz stellte Herr P. Karrer fiir uns her und schlug
sie uns zur Prifung vor.

Das Jodmethylat des Nicotinsiure-amids wird in schwach
alkalischer Lésung von Hyposulfit zur Dihydroverbindung hydriert,
die, wie das partiell hydrierte Trigonellin, durch gelbes Ferment
wieder zur Pyridinverbindung dehydriert werden kann.

Nach P. Harrer ist die Gleichung der Hydrierung

CH CH
cH/\C. CONH, CH/ N\C-CONH,
y | ! ' ,
Ii 2 = | ) -
CH(_,CH +2H CH| CH, - HJ
X N
7N\ |
CH, J CH,

Die entstehende Dihydroverbindung ist also N-Methyl-ortho-
dihydro-pyridin.

Wenn Pyridinverbindungen zu den reversiblen Dihydrover-
bindungen hydriert werden, tritt im langwelligen Ultraviolett eine
charakteristische Absorptionsbande auf, die wir die Dihydrobande
nennen. Die Dihydrobande des Trigonellins liegt bei 350 myu, die
Dihydrobande des Karrer’schen Korpers liegt bei 360 mpu.

Von der Dihydrobande rithrt die weisse Fluorescenz her, die
alle reversibeln Dihydro-pyridinverbindungen zeigen, wenn man
ihre Losungen mit ultraviolettem Licht bestrahlt. Da die nicht
hydrierten Pyridinverbindungen nicht fluorescieren, so kann man
die Hydrierung und Dehydrierung der Pyridinverbindungen im
Licht einer Analysenquarzlampe sehen.

6
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Versuch 1. Nicotinsdure-amid-Jodmethylat wird unter Zu-
satz von Bicarbonat in Wasser gelost. Die Loésung fluoresciert
nicht. Gibt man Hyposulfit dazu, so tritt die weisse Fluores-
cenz der Dihydroverbindung auf. Zur Zerstérung des iiber-
schiissigen Hyposulfits leitet man Sauerstoff durch die Losung,
wobei die Fluorescenz bestehen bleibt: die Dihydroverbindung
ist nicht autoxydabel. Die weisse Fluorescenz verschwindet bei
Zusatz von gelbem Ferment, dessen Alloxazinring dem Dihydro-
pyridin 2 Wasserstoff-Atome entzieht und ihn so zur Pyridinver-
bindung dehydriert. — Siunert man eine Losung der Dihydro-
verbindung an, so verschwindet die weisse Fluorescenz. Dies ist
keine Dehydrierung, sondern eine irreversible Zerstorung.

Pyridin- Nucleotide.

Nicotinsiure-amid kommt in der Natur in Nucleotiden vor,
die wir nach ihrer chemisch wirksamen Gruppe ,,Pyridin-Nucleotide*
nennen. Ein Pyridin-Nucleotid, das 3 Molekeln Phosphorséiure auf
1 Molekel Nicotinsiure-amid enthilt, nennen wir ,,Triphospho-
Pyridin-Nucleotid‘‘. Ein Pyridin-Nucleotid, das 2 Molekeln Phosphor-
sdure auf 1 Molekel Nicotinsdure-amid enthilt, nennen wir ,,Diphos-
pho-Pyridin-Nucleotid. '

Triphospho-Pyridin-Nucleotid wurde 1934 in Dahlem ent-
deckt. Es ist ein Di-Nucleotid vom Molekulargewicht etwa 800 und
enthillt zwei Basen, ein Purin- und eine Pyridin-Base. Die Purin-
base ist Adenin, die Pyridinbase ist das Amid der Nicotinsiure.
Der Gehalt an Adenin betrigt etwa 179%, der Gehalt an Nicotin-
siure-amid betrigt 15 bis 169%,. Triphospho-Pyridin-Nuecleotid ist
weitverbreitet in der lebenden Natur und ist ein konstanter Be-
gleiter eines andern, biologisch wichtigen Nucleotids, der HKuler-
schen Co-Zymase.

Co-Zymase ist eine Komponente des von 4. Harden und
W. J. Young im Jahr 1904 entdeckten Coferments der -Gérung und
galt bis 1933, auf Grund von Arbeiten von H. v. Euler und K. Myr-
bdck, als ein Adenin-Mono-Nucleotid. Bei der Hydrolyse wurden
289, Adenin gefunden, die Molekulargewichtsbestimmung ergab
Werte um 350, das ist das Molekulargewicht der Adenylsiure.

Nach der Entdeckung des Triphospho-Pyridin-Nucleotids schien
eine Revision der FEuler’schen Co-Zymasearbeiten erwiinscht, die
gleichzeitig in Fuler’s Institut und in Dahlem vorgenommen wurde.
v. Euler befreite nunmehr seine Co-Zymase-Praparate von der
Adenylsiiure, aus der seine fritheren Priparate vorwiegend bestan-
den. In Dahlem wurde die Co-Zymase nach einem neuen und ein-
facheren Verfahren aus roten Blutzellen isoliert.
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Das Ergebnis dieser Nachuntersuchung war, dass Co-Zymase
kein Adenin-Mono-Nucleotid ist. Sie ist ein Di-Nucleotid vom
Molekulargewicht etwa 700 und unterscheidet sich von dem Tri-
phospho-Pyridin-Nucleotid nur durch den Mindergehalt von einer
Molekel Phosphorsidure. Co-Zymase ist also Diphospho-Pyri-
din-Nucleotid. Sie enthidlt nicht 289%, sondern nur 199, Adenin,
aber 179 Nicotinsiureamid. Der richtige Adeningehalt wurde in
Stockholm 1935 festgestellt. Die Isolierung des Nicotinsiure-amids
der Co-Zymase wurde in Stockholm 1935 versucht, aber erst 1936
in Dahlem erreicht. Wir bemerken, dass v. Euler auf das Nicotinsiure-
amid der Co-Zymase Anspriiche erhebt, die wir, da er keine Ana-
lyse vorlegen konnte, nicht anerkennen.

Reversible Hydrierung der Pyridin-N ucleotide.

Der Pyridinring der Pyridin-Nucleotide wird von Hyposulfit
zum Dihydro-Pyridinring reduziert. Wie die Dihydroverbindungen
unserer Modellsubstanzen, so werden die Dihydro-Pyridin-Nucleotide
durch gelbes Ferment zu den Pyridin-Nucleotiden dehydriert. Wie
bei der Hydrierung der Modellsubstanzen tritt bei der Hydrierung
der Pyridin-Nucleotide im langwelligen Ultraviolett eine Bande auf.
Die Dihydrobande der beiden Pyridin-Nucleotide liegt bei 340 my,
wihrend die Dihydrobande des Trigonellins bei 350 my und die
Dihydrobande des Karrer’schen Korpers bei 360 mpy liegt.

Wie die Dihydro-Derivate der Modellsubstanzen, fluorescieren
die Dihydro-Pyridin-Nucleotide im ultravioletten Licht weiss. Die
nicht hydrierten Pyridin-Nucleotide fluorescieren nicht. Deshalb
kann man auch die Hydrierung und Dehydrierung der Pyridin-
Nucleotide im Licht der Analysenquarzlampe sehen. Historisch
ist zu bemerken, dass wir zuerst die partielle reversible Hydrierung
der Pyridin-Nucleotide fanden und erst daraufhin die partielle
reversible der einfachen Pyridinverbindungen. Der Weg war also
der umgekehrte wie in diesem Bericht.

Versuch 2. Zu einer Lésung von Triphospho-Pyridin-
Nucleotid (die nicht fluoresciert) gibt man Hyposulfit, wobei
die weisse Fluorescenz der Dihydroverbindung auftritt. Um das
tiberschiissige Hyposulfit zu zerstoren, leitet man Sauerstoff
durch die Losung, wobei die weisse Fluorescenz bestehen bleibt:
die Dihydroverbindung ist nicht autoxydabel. Die weisse Fluores-
cenz verschwindet aber bei Zusatz von gelbem Ferment, dessen
Alloxazinring das Dihydro-pyridin zum Pyridin dehydriert. —
Siuert man eine Lésung des Dihydro-Pyridin-Nucleotids an,
80 verschwindet die weisse Fluorescenz irreversibel. Dies ist keine
Dehydrierung, sondern eine Zerstérung des Pyridins.
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Versuch 3. Wie Versuch 2, aber mit Diphospho-Pyridin-
Nucleotid (Co-Zymase). Die Erscheinungen sind genau dieselben,
wie bei der Hydrierung und Dehydrierung des Triphospho-Pyridin-
Nucleotids.

Versuch 4. Gewinnt man die Pyridin-Nucleotide — wie
wir es tun — aus roten Blutzellen, so enthalten sie eine ihnen
hartnickig anhaftende Verunreinigung, die schén fluoresciert.
Die Fluorescenz ist in saurer Losung blau, in alkalischer Lésung
griinlich. Die Entfernung dieser Substanz hat uns viel Miihe
gemacht. Wir halten sie fiir eine falsch, vielleicht in para-Stellung
zum Stickstoff hydrierte Pyridinverbindung. Wahrscheinlich hat
sie biologisch keine Bedeutung.

Bindung des Nicotinsdure-amids in den Pyridin-Nucleotiden.

Hydriert man die Pyridin-Nucleotide zu den reversiblen Dihydro-
verbindungen, so wird 1 Mol Sdure frei. Da die Pyridin-Nucleotide
keine andere Siure enthalten, als an Zucker gebundene Phosphor-
sdure, so kann das bei der Hydrierung freiwerdende saure Wasser-
stoffatom nichts anderes sein als das H-Atom einer mit einer andern
Valenz an Zucker gebundenen Phosphorsiure.

Dies legt die Auffassung nahe, dass das Nicotinsdure-amid in
den Pyridin-Nucleotiden &hnlich gebunden ist, wie in dem Karrer’-
schen Jodmethylat. Dann ist die Gleichung der Hydrierung des
Nicotinsdure-amids in den Nucleotiden ganz analog der Karrer’schen
Gleichung

CH CH

CH/ \C-CONH, cH{ \IC-CONHE oR
i i

H! JCH CH! CH /

CH /© +2H = N R + HO—P=0
N OR N N

N ‘ OH

R N0P=0 iy
\oH

wodurch man sofort versteht, warum das Nicotinsiure-amid in den
Pyridin-Nucleotiden mit Hyposulfit reagiert, aber das freie, aus den
Nucleotiden geloste Nicotinsdure-amid mit Hyposulfit nicht reagiert.
R unserer Gleichung ist ein Zuckerrest. R’ ist, wie Herr Karrer
vermutet, gleichfalls ein Zuckerrest, vielleicht derselbe, wie R.

Reversible Hydrierung der Proteinverbindungen der Pyridin-Nucleotide
(Fermente ).

Pyridin-Nucleotide, in Wasser geldst, werden zwar von Hypo-
sulfit reduziert, nicht aber von solchen Substanzen, die im Leben
als Reduktionsmittel wirken. Insbesondere sind Kohlehydrate oder
deren Phosphorséiure-ester nicht imstande, die Pyridin-Nucleotide
in wissriger Losung zu reduzieren.
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Setzt man aber zu den Losungen der Pyridin-Nucleotide spezi-
fische Proteine, die in Hefe oder andern Zellen vorkommen, so
vereinigen sich Nucleotid und Protein zu Verbindungen, in denen
der Pyridinring der Nucleotide von Kohlehydrat reduziert wird.
Diese Pyridin-Nucleotid-Proteinverbindungen sind die wassertoff-
ibertragenden Fermente, deren Wirkungsgruppe der Pyridin-
ring ist.

Zu den Fermenten, deren Wirkungsgruppe das in Haeminen
gebundene Eisen ist, und dem gelben Ferment, dessen Wirkungs-
gruppe der Alloxazinring ist, tritt so eine dritte Klasse von Fermenten,
deren Wirkung auf einfache chemische Reaktionen zuriickgefithrt ist.

Je nach der Natur des Pyridin-Nucleotids und des spezifischen
Triger-Proteins entstehen verschiedene wasserstoffiibertragende Fer-
mente. Aus Tri-Phospho-Pyridin-Nucleotid und einem spezifischen
Protein entsteht ein Ferment, das Hexose-monophosphorsidure end-
stindig zu Phospho-hexonsiure dehydriert. Aus Diphospho-Pyri-
din-Nucleotid und einem andern spezifischen Protein entsteht das
wasserstoffiibertragende Ferment der alkoholischen Girung. Aus
Diphospho-Pyridin-Nucleotid und wieder andern spezifischen Pro-
teinen entstehen wahrscheinlich die wasserstoffiibertragenden Fer-
mente der andern Garungen.

Da die Triger-Proteine nicht fluorescieren und die Fluorescenz
der Dihydro-Pyridin-Nucleotide nicht stéren, so kann man auch
die Hydrierung und Dehydrierung der Fermente im Licht der
Analysenquarzlampe sehen.

Versuch 5. Zu einer Losung von Triphospho-Pyridin-
Nucleotid gibt man hexose-monophosphorsaures Kalium. Xine
Fluorescenz tritt nicht auf: freies Nucleotid wird von Hexose-
monophosphorsiure nicht reduziert. — Zu einer Lésung von
Triphospho-Pyridin-Nucleotid gibt man zuerst Triger-Protein
und dann hexose-monophosphorsaures Kalium. Die weisse Fluores-
cenz des Dihydropyridin-Nucleotids tritt auf: mit Protein ver-
bundenes Nucleotid wird von Hexose-monophosphorsiure redu-
ziert. In der Losung findet man eine dem Pyridin des Nucleotids
dquivalente Menge Phospho-hexonsiure. — Reoxydiert man die
Dihydroverbindung des Nucleotids mit Sauerstoff und gelbem
Ferment zur Pyridinverbindung, so ist der Anfangszustand in bezug
auf das katalytische System wieder hergestellt. So kann man,
mit beliebig kleinen Mengen Pyridin beliebig grosse Mengen
Hexose-monophosphorsiure zu Phospho-hexonsiure oxydieren.

Versuch 6. Ersetzt man in dem Versuch 5 das Triphospho-
Pyridin-Nucleotid durch Diphospho-Pyridin-Nucleotid (Co-Zymase)
und das Triger-Protein durch ein anderes spezifisches Protein, so
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tritt wieder bei Zusatz der Hexose-mono-phosphorsiure die weisse
Fluorescenz des Dihydro-pyridins aunf. In der Loésung findet man
aber jetzt nicht Phospho-hexonsédure, sondern Brenztraubensiure.
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Dass die weisse Fluorescenz, die bei den Ferment-Versuchen
auftritt, wirklich von dem hydrierten Pyridin der Nucleotide her-
rithrt und von nichts anderem, wird hewiesen durch die Messung
der Ultraviolett-Spektren, die auftreten einerseits bei der Hydrierung
der Pyridin-Nucleotide in wassriger Losung mit Hyposulfit und
andererseits bei der Hydrierung der Fermente durch Kohlehydrat.
Vergleicht man die Abbildung 1 mit la und 2 mit 2a, so sieht
man, dass die bei der Reduktion der Fermente auftretenden lang-
welligen Ultraviolettbanden nach Lage und Hoéhe mit den bel
der Reduktion durch Hyposulfit auftretenden Dihydro-pyridin-
banden iibereinstimmen.

Dehydrierung durch Acetaldehyd.

Versuch 7. Zu der weiss fluorescierenden Losung des hy-
drierten Diphospho-Pyridin-Nucleotids, die durch Reduktion des
Ferments mit Hexose-monophosphorsiure entstanden ist, gibt
man Acetaldehyd. Sofort verschwindet die Fluorescenz und die
Losung enthilt Alkohol: der Acetaldehyd hat das Dihydro-
pyridin zum Pyridin dehydriert und ist dabei selbst zu Alkohol
hydriert worden. Dies also ist die chemische Reaktion, durch die
der Alkohol bei der alkoholischen Gérung entsteht.

Zur quantitativen Untersuchung der wichtigen Reaktion bringt
man die Fermentlosung, in der das Nucleotid von Kohlehydrat
hydriert und von Acetaldehyd dehydriert wird, vor die lichtelek-
trische Zelle und misst in dem Spektralbezirk der Dihydrobande,
bei 340 mu, das Auftreten der Lichtabsorption bei der Hydrierung
und das Verschwinden der Lichtabsorption bei der Dehydrierung.
In Abbildung 3 ist ein solcher Versuch graphisch dargestellt.

Zur Zeit t = 0 (Abbildung 3) wird die Hexose-monophosphor-
sidure zugesetzt. Dann steigt die Lichtabsorption, bis alles Nucleotid
zur Dihydroverbindung hydriert worden ist. Setzt man jetzt eben-
soviel Acetaldehyd zu als die Fermentlosung Dihydro-pyridin ent-
hilt, so verschwindet die Lichtabsorption, wodurch die.Gleichung

1 Dihydro-pyridin + 1 Acetaldehyd = 1 Pyridin + 1 Alkohol

verifiziert ist. — Enthilt die Fermentlosung iiberschiissige Hexose-
monophosphorsiure, so steigt (Abbildung 3), nachdem der Aldehyd
verbraucht ist, die Lichtabsorption wieder an, kann durch Aldehyd
wieder zum Verschwinden gebracht werden und so fort, bis die
gesamte Hexose-monophosphorsidure vergoren ist.

Dass wirklich die ganze Gérung iiber die hier gezeigten Pyridin-
Reaktionen 1iuft, folgt aus dem Harden-Young’schen Versuch vom
Jahre 1904: dass die Gérung aufhért, wenn man die Co-Zymase
aus einer girenden Fliissigkeit herausnimmt.
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Fig. 3.
Hydrierung und. Dehydrierung des Pyridins im Géarungsferment. Ordinaten: Héhen der
Dihydrobande des Diphospho-Pyridin-Nucleotids (Co-Zymase)

Andere Pyridin-K atalysen.

Zum Schluss sei bemerkt, dass nach den Untersuchungen von
v. Euler, von Wagner-Jauregg und andern die meisten fermentativen
Dehydrierungen nur dann vor sich gehen, wenn man den Losungen
von Protein und Substrat eines der beiden Cofermente zusetzt,
die nunmehr als Pyridin-Nuecleotide erkannt sind. Ks ist im ein-
zelnen noch nicht nachgewiesen, kann aber wohl kaum anders sein,
als dass alle diese Dehydrierungen Pyridin-Katalysen sind.

Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem.





