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29. Der enzymatische Abbau des Fructose-l-phosphats in der Leber. 
111. Mitteilung iiber den Stoffwechsel der Fructose in der Leberl) 

von F. Leuthardt, E. Testa und H. P. Wolf. 
(15. XII. 5 2 . )  

Fructose wird in der Leber bei Gegenwart von Adenosintri- 
phosphat (A.T.P.) und Magnesiumionen durch ein spezifisches 
Ferment zu Fructose-l-phosphat phosphoryliert 2 ) 3 ) 4 )  j). Wir haben 
dieses Ferment, das auf Ketohexosen eingestellt ist, als Ketokinase 
bezeichnet6). Es stellt sich die Frage, auf welche Weise das Fructose- 
l-phosphat, das im klassischen Schema des Zuckerabbaues nicht 
erscheint, weiter umgesetzt wird. Neuerdings haben Cori und Mit- 
arbeiter zwei Arbeiten uber die Urnwandlungen dieses Esters ver- 
Dffentlicht. In  Muskelextrakten 7) wird Fructose-l-phosphat in Gegen- 
wart von Magnesiumionen uiid A.T.P. in Stellung 6 phosphoryliert 
und in Fructose-1, G-diphosphat ubergefuhrt (l-Phosphofructo- 
kinase) j das fur diese Reaktion verantwortliche Enzym scheint 
von der schon lange bekannten 6-Phosphofructokinase, welche Fruc- 
tose-6-phosphat zu Hexosediphosphat phosphoryliert, verschieden 
zu sein. Aus der Leber haben Cori und Mitarbeiter4) durch Ammonium- 
sulfatfraktionierung eine Proteinfraktion isoliert (im folgenden Cori- 
Fraktion genannt), welche das Fructose-l-phosphat in Hexose-G- 
phosphat umwandelt. Das entstehende Glucose-8-phosphat kann bei 
Gegenwart von Warburg’schem Zwischenferment*) und Triphospho- 
pyridinnucleotid (T.P.N.) photometrisch bestimmt werden (Zunahme 
der Absorption bei 340 mp). Da das Fermentpraparat die Lohmann’- 
sche Hexose-Isomeraseg) enthalt, lasst sich das primare Reaktions- 
produkt nicht direkt feststellen. Die Autoren nehmen an, dass eine 
Mutase (Phosphofructomutase) vorhanden ist, welche, iihnlich der 
Phosphoglucomutase, eine Verschiebung des Phosphatrests von 
Stellung 1 nach Stellung 6 bewirkt, wobei Glucose-6-phosphat ent- 
steht. Wir werden auf diese Frage spater zuruckkommen. 

l) T. Mitteilung siehr 2) ; TI. Mitteilung siehe ’). 
2) F. Leuthardt & E. Testa, Helv. 33, 1919 (1950). 
3, F.  Leuthardt & E. Testa, Helv. 34, 931 (1951). 
4)  G. T. Cori, S. Ochoa, M .  W.  Skin & C. F. Cori, Biochem. Biophys. Acta 7, 304 

5) A .  Staub & C. S. Vestling, J. Biol. Chem. 191, 395 (1951). 
6) F .  Leuthardt & E. Testa, Helv. physiol. pharmacol. acta 8, C 67 (1950). 
7 )  M .  W.  Slein, G. T. Cori & C. F. Cori, J. Biol. Chem. 186, 763 (1950). 
s, 0. Warburg & W. Christian, Bioch. Z. 254, 438 (1932). 
B, K .  Lohmann, Bioch. Z. 262, 137 (1933). 

(1952). 
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Ausser der Urnwandlung in Hexose-6-phosphat lassen sich in 
Extrakten aus Rattenleber noch weitere Reaktionen ties Fructose- 
1-phosphats beobachten. Wir haben bei deli im folgenden beschrie- 
bencn Untersuchungen neben dem oben genannten Cori-Ferment 
einen Extrakt aus Acetontrockenpulver (Rattenleber) benutzt. Bei 
Gegenwart von Fluorid wmndelt dieser Extrakt das Fructose-l-phos- 
phat in einen stabilen Ester um, der im Gegensatz zum Ausgangs- 
material beim Erhitzen auf looo wahrend 115 Minuten in 1-n. Salz- 
shure nicht hydrolisiert wird. Die Umwandlimg lasst sich durch Auf- 
stellung der P-Bilsnz (Bestimmung des anorganischen und des 15-min. 
Phosphats) leicht verfolgen. Anorganisches Phosphat wird wahrend 
ilcr lnkubation nicht in nennenswerter Menge abgespalten. Durch 
den optischen Test ( Warburg’sches Zwischenferment-T.P.N.) konnten 
wir feststellen, dass der gebildete stabile Ester n i c h t  Hexose-6- 
Phosphat ist. Wird der Extrakt 24 Std. bei O o  gegen destillicrtcs 
Wssser dialysiert, so verliert er seine Rktivitat, d. h. es wird nun aus 
Fructose-1-phosphat kein stabiler Ester mehv gebildet. Er kann aber 
(lurch Leberkochsaft oder durch das stark eingeengte Dialysat reak- 
tivicrt werden. Die nahere Untersuchung hait gezeigt, dass der Akti- 
vator mit der Cozymase (D.P.N.) identisch ist. Ausser Cozymase 
wurde noch eine Reihe weiterer Verbindungen gepruft (siehe S. 238). 
All(> diese Xtoffe, mit Ausnahme der Dihydro-cozymase, waren in- 
a kt iv . 

Die Cozymase wurde nach der Methode von Neilands & A7cesonl) 
an cinrr Saule von Dowex 2 chromatographisch gereinigt und der 
Reinheitsgrad nach Bonnichsen2) mittels Alkoholdehyclrogenasc aus 
Miiskc1 photometrisch bestimmt (Messung der Absorption des 
(D.P.N.)H, bei 340 mp). 

Fiir die optimale Reaktivierung des larige dialysierten Extrakts 
ist cine verhaltnismaissig grosse Xenge D.P.N. notig (ca. 40 y/ml). 
Dies wird durch die rasche Zerstbrung der Cozymase irn Rohextrakt 
erkliirt . 

Um die Natur cles entstchtnden Reaktionsproduktes aufzukliiren, 
1i:tlr)cn wir zunachst optisch die Rildung von Glucose-6-phosphat 
inittcls des Warburg’schen Zwischenfernient s nachzuweisen versucht 
(Dchydrierung des Glucose-6-phosphats unter Reduktioii des T.P.N.). 
Da die Extrakte eine schr sktive Hexose-Itiomerase enthalten, wird 
mit cfieser Methode auch das Fructose-6-phosphat, also die gesamten 
Hexosc-6-phosphate, erfasst. Es zeigte sicli aber, (Pass die Stabili- 
sieriing des Phosphats nur zum kleinsteri ‘Ceil auf der Bildung der 
gcnannten Hexose-Ester beruhen kann und dass daher andersartige 
Phosphorsaureester entstchcn mussen. huch dcr N achwcis von 

1) J .  R. Neilands & d. dkeson, J. Biol. Chem. J88, 307 (1951). 
2) R. K.  Ronnichsen, acts chem. S c a d .  4, 714 (19.50). 
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3-Phosphoglycerinsiiure mit der Methotie von Bapoport l )  (Farb- 
reaktion mit a-Naphtoresorcin in konz. Schwefelsaure) oder in einem 
praparativen Ansatz nach Meyerlzof & fichuZx2) (Zunahme der Drehung 
bei Zusatz von Molybdat) fie1 negatil- &us. Es gelang uns schliesslich 
zu zeigen, dass Fructose-1-phosphat sowohl in Rohextrakten aus 
Acetontrockenpulver als auch in der Cori-Fraktion eine direkte 
Spaltung in D- Glycerinaldehyd und Phosphodioxyaceton erleidet. 
Bei Gegenwart von Cozymase tritt eine Dismutation der primiiren 
Spaltstiicke zu Glycerinsaure und a- Glycerinphosphorsiiure ein. 

H,C. 0. PO,H, 
I 

C=O 

H,C- 0-PO,H, Baranowski- H,C. O.PO,H, 
I Ferment I c=o 4- H.C.OH 

Kurzlich haben Hers d3 Kusaka3)  in einer vorliiufigen Mitteilung 
uber Versuche berichtet, welche sie ebenfalls zur Annahme einer 
direkten Aldolspaltung des Fructose-1-phosphats gefuhrt haben. Sie 
nehmen aber an, dass die Spaltung durch die gleiche Aldolase bewirkt 
wird, die auch das Hexosediphosphat zum Zerfall bringt. 

Die Bildung von Triosen aus dem Fructose-1-phosphat kann 
durch zwei verschiedene Methoden nachgewiesen werden. Setzt man 
die a- Glycerinphosphat-Dehydrase ( Baranowski-Ferment und hy- 
drierte Cozymase zu, so wird das entstehende Dioxyacetonphosphat 
nach folgender Gleichung reduziert : 

Dioxyacetonphospat + (D.P.N.)H + Hf = cc-Glycerinphospat + (D.P.N.)+ 

Die Reaktion kann daher durch Messung der Abnahme der Ab- 
sorption bei 340 mp verfolgt werden. Rei Verwendung von Roh- 
cxtrakt aus Acetontrockenpulver wird die zugesetzte Dihydrocozy- 
mase nur teilweise dehydriert, weil die entstehende Cozymase durch 
den Glycerinaldehyd zuruckhydriert wird. Es stellt sich dement- 
sprechend ein Gleichgewichtszustand ein, in welchem oxydierte 
und reduzierte Form der Cozymase nebeneinander vorhanden sind. 
Verwendet man dagegen die durch Ammoniumsulfatfraktionierung 
nach Cori hergestellte Fermentlosung, so ist die Dehydrierung der 
reduzierten Cozymase vollstandig, denn in dieser Losung fehlt die 
Glycerinaldehyd-Dehydrase ; die Cozymase kann daher nicht riick- 

S. Rapoport, Biochem. Z. 289, 406 (1937). 

H. G. Hers & T. Kusaku, IIe Congri?s international de biochimie, Paris 1952, RB- 
2 ,  0. Meyerhof & W .  Schulz, Biochem. Z. 297, 60 (1938). 

sum& des communications, S. 281. 
*) T. Buranowski, J. Biol. Chem. 180, 535 (1949). 
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reduziert werden. Die Aldolspaltung des Fru'ctose-1-phosphats in der 
Cori-Praktion verlauft im Gegensatz zur Bildung dos Hexose-6- 
phosphats auch ohne Zusatz von Magnesiurnionen. 

Unter den gleichen Bedingungen wird Fructose-1-phosphat von 
reiner, kristallisierter Muskelaldolase (Zymohexase) n ic  h t ange- 
griffen. Das Ferment, das die ohige Spaltung bewirkt, muss also von 
der w-011 Meyerhof & L o h r n a n ? ~ ~ ) ~ )  entdeckten und vort Warburg & 
Christian3) im kristallisierten Zustand dargestellten Aldolase ver- 
schieden sein. Wir schlagen fur dasselbe vorlaufig den Namen 1- 
P h o s p h o f r u c t a l d o l a s e  Tor, wiihrend wir die ,,alte" Meyerhof'sche 
Aldolase als 1,6-Diphosphofructaldolase bezeichnen. 

Unsere Enzymlasungen spalten stets :such Hexosediphosphat. 
Wir konnen zur Zeit noch nicht sagen, ob dieslelben auch die Xeyerhof'- 
sche Aldolase enthalten oder ob die 1-Phorsphofructaltlolase gleich- 
zeitig Fructose-l -phosphat und Fructose-ll,6-diphosphat angreift. 
Diese Frage kann nur durch die Reindarstellung des Enzyms ent- 
schicden werden. 

Mit der Entdeckung der 1-Phosphofructaldolase ist ein zweites 
Ferment bekannt geworden, welches eine Aldolspaltung der Hexose- 
kette bewirkt. Verschiedene Beobachtungen deuten darauf hin, dass 
tiamit die Reihe der ,,Aldolasen" nicht erschopft ist. Es existieren auch 
Enzyme, welche Yentosen in ein C2- und ein C,-Fragment zerlegen 
(vgl. die Ubersicht von Ochoa & &era4)). 

Das Gleichgewicht zwischen Fructose-3 -phosphat und den 
primairen Spaltstuckcn lie@ stark zugunsten des Fructoseesters. 
Werden die Triosen nicht durch cine sekundarc Reaktion aus dem 
Gleichgewicht entfernt, so liisst sieh ihre Bildung nicht mit Sicher- 
heit nachweisen, insbesondere tritt keine messbare Stabilisierung des 
Phosphats ein. Erst Zusatz von Cozymase zum lang dialysierten 
Extrakt ermoglicht die Wasserstoffverschiebung zwischen Dioxy- 
acetonphosphat und Glycerinsldehyd und damit die Bildung der 
saurestabilen Glycerinphosphorsiiure. Im  optischen Test niit der 
gereinigten Enzymfraktion nach Gori wird das entstandene Dioxy- 
acetonphosphat durch die zugesetzte hydrj erte Cozyrrtase reduziert 
und dadurch aus dem Gleichgcwicht entfernt. 

Schon fruher haben Meyerhof und Mitarbeiter 7 die Konden- 
sation verschiedener Aldehyde mit PhosplioRioxyacet on unter der 
Wirkung von dialysierten Muskelextrakten beobacht et. Mit dem 

l j  0. Meyerhof & K.  Lohmann, Naturwiss. 22, 220 (1934). 
* j  0. Meyerhof & I-. Lohmann, Bioch. Z. 271, 89 (1934). 
3, 0. Warburg & W .  Christian, Bioch. Z. 314, 149 (1943). 
4, S. Ochoa& J .  R. A'tern, Ann. Rev. Biochcm. 21,547 (1952); siehoauch: G. E. Glock, 

Biochern. J. 52, 575 (1952); U. L. Horecker, in ,,Phosphorus Metabolism". Baltimore 1951, 
S. 117. 

j j  0. Meyerhof, K .  Lohmann & Ph. Bchuster, Bioch. Z. 286, 319 (1936). 
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D- Glycerinaldehyd entstand Fructose-1-phosphat. Die Ausbeute war 
annahernd quantitativ und die Reaktion erwies sich als irreversibel. 
Wir vermuten, dass fur diese Kondensation die beschriebene 1-Phos- 
phofructaldolase verantwortlich ist. Wegen der ungunstigen Lage des 
Gleichgewichts lasst sich die umgekehrte Reaktion nicht direkt 
beobachten. 

Damit die oben formulierte Dismutation stattfinden kann, 
mussen in der Fermentlosung offenbar zwei Enzyme vorhanden sein: 
ein erstes, das den Wasserstoff vom Glycerinaldehyd auf die Cozy- 
mase ubertragt : 

Glycerinaldehyd + (D.P.N.)+ -+ Glycerinsaurc+ (D.P.N.) H+ H+ 

und ein zweites, das die Reduktion des Dioxyacetonphosphats durch 
die hydrierte Cozymase bewirkt (nach der oben arigeschriebenen 
Gleichung, S. 229). 

Das erste Enzym ist offenbar ein Teil der von Green, Needham & 
Dewanl) beschriebenen ,, Aldehydmutase ", welche den Wasserstoff 
vom Aldehyd auf eine cc-Ketosaure oder ein zweites Molekiil Aldehyd 
ubertragt; das zweite Enzym ist das oben erwahnte Baranowski- 
Ferment2). Wir haben beide durch einen optischen Test direkt nach- 
gewiesen, das erste durch die Reduktion der Cozymase bei Gegenwart 
von D, L-Glycerinaldehyd, das zweite durch die Dehydrierung der 
reduzierten Cozymase bei Zugabe von Hexosediphosphat, kristalli- 
sierter Aldolase und Triose-Isomerase. 

Man kann den Zerfall des Fructose-1-phosphats auch dadurch 
nachweisen, dass man dem Ansatz Hydrazin zusetzt. Die primar ge- 
bildeten Triosehydrazone werden nach der Methode von Dounce & 
Beyer3) (Modifikation von SibZey & Lehninger4)) mit 2,4-Dinitro- 
phenylhydrazin umgesetzt und in alkalischer Losung kolorimetrisch 
bostimmt. Wenn man da8 Fructose-1-phosphat mit der kristalli- 
sierten Muskelaldolase und Hydrazin bei 38O inkubiert, so gibt diese 
Methode eine schwache Farbung. Merkwurdigerweise gibt bei Zimmer- 
temperatur die Inkubation mit Hydrazin keine starkere Farbreaktion 
init dom Dinitrophenylhydrazin als die Inkubation ohne Hydrazin. 
Es scheint daher zweifelhaft, ob der positive Rusfall dm Farbreaktion 
mit Muskelaldolase uberhaupt durch Bildung von Triosen erklart 
werden darf. Immerhin kann eine geringe Spaltung des Fruetose- 
1-phosphats durch die Muskelaldolase bei 38 O nicht ausgesehlossen 
werden. (Im optischen Test, der stets bei Zimmertemperatur durch- 
gefuhrt wurde, ist der Ester wahrend 30 Min. vollig stabil.) 

l )  E. Green, D. M .  Needham & J .  G. Dewan, Biochem. J. 31, 2327 (1937). 
2, IT. Baranowski, J. Biol. Chem. 180, 535 (1949). 
3, A .  L. Dounce & G. T.  Beyer, J. Biol. Chem. 173, 159 (1945). 
4, J .  A. Sibley R. A .  Lehninger, J. Biol. Chem. 177, 559 (1949). 
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Schliesslich konnten wir die Spaltung des Fructose-1-phosphats 
noch durch den direkten Nachweis und die Isolierung der Dismu- 
tationsprodukte - Glyeerinsiiure und Glyeerinphosphat - sicher- 
stellen. Die Glycerinsaure wurde als Chininsalz in analysenreinem 
Zustand erhalten und mit synthetischem Produkt verglichenl) ; die 
Bildung von Glycerinphosphorsiiure konnte durch Bcstimmung des 
Glycerins in der Bariumfiillung der Phosphorsiiureverbindungen 
(nach 'u. Brzcchhausen,)) bewiesen werden. Durch Erhitzen mit konz. 
Jodwasserstoffsaure wird Glycerin in Isopropyljodid ubergefuhrt , 
das nach der Zeisel'schen Methoxylmethotle destilliert und jodo- 
nietrisch bestimmt wird. Nach Meyerhof d3 lir'essZing3) geben Glycerin- 
aldehyd und Glycerinsiiure unter diesen Bedingungen kein Isopropyl- 
jodid; die Methode ist also soweit spezifisch fur das Glycerin und 
seinen Phosphorsaureester. Die Glycerinphosphorsaure wurde ferner 
dureh Papierchromatographic (Isopropylzit her-Ameisensiiure) iden- 
tifiziert. Sie gibt bei Entwicklung des Chroniatogramms niit Molybdat- 
reagens und H,S (Hanes & lsherwood4)) eine braungelbe Farbung, 
welche sie leicht zu erkennen gestattet. 

Wir haben einleitend bereits erwahnt, dass nach den Versuchen 
von Cori und Mitarbeitern das Fructose-1-phosphat (lurch Leber- 
fermente in Hexose-6-phosphat verwandelt werderi kann. Diese 
Reaktion erfolgt auch im fluoridfreien Extrakt und erfordert den 
Zusatz yon Magnesiumionen. Wir haben ge Eunden, dass Magnesium 
durch Mangan und Cobalt ersetzt werden kann. Die oben beschriebene 
Aldolasespaltung des Fructose-1-phosphats Trerlauft im Gegensatz 
dazu auch ohne Magnesium. Es stellt sich tliie Frage nach dem enzy- 
matischen Mechanismus dieser Reaktion. 

Cori und Mitarbeiters) vermuten eine Xutasereaktion, eine 
Verschiebung des Phosphatrests analog der Umwandlung von Glu- 
cose-1-phosphat durch die Phosphoglucomutase. Die von Najjar6) 
kristallisierte Phosphoglucomutase reagiert nicht mit, Fructose-l- 
phosphat. Theoretisch ware die Bildung des Glucose-6-phosphats 
auch uber Glucose-1-phosphat als Zwischenstufe denkbar, weil das 
Fermentpraparat Phosphoglucomutase entlialt. Wir konnten aber 
zeigen, dass bei hohen Magnesiumkonzentrat ionen (0,l-m.), welche die 
Phosphoglucomutase vollstandig hemmen (c7tcrdini 7)), tlas Fructose- 
1-phosphat immer noch in das 6-Phosphat ubergehen kann. Glucose- 
1-phosphat kann also nicht Zwischenstufe dlieser Reaktion sein. 

l) E. Anderson, Am. 42, 422 (1909). 
2, F.  21. Bruchhausen, Z.  Unters. Lebcnsm. 68, 32 (1934). 
3, 0. Meyerhof & W. Kiessling, Bioch. Z. 264, 40 (1!333). 
4) C. S. Hanes & F. A. Isherwood, Nature 164, 1107 (1948). 
5, G. T.  Cori, 8. Ochoa, M .  W.  Slein & C. F.  Cori, Biochem. Biophys. Acta 7, 304 

6, V. A .  Najjar, J. Biol. Chem. 175, 281 (1948). 
C. E. Cardini, Enzymologia 15, 44 (1951). 

(1952). 
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Neuerdings haben Hers d3 Eusakal )  die Frage aufgenommen und 
sind zu einer giinzlich verschiedenen Auffassung gelangt. Sie haben 
keinerlei Anhaltspunkte fur das Vorkommen einer Mutase gefunden, 
welche Fructose-1-phosphat direkt in Fructose-6-phosphat uber- 
fuhren wurde, und nehmen daher an, dass immer eine Spaltung des 
Esters in Phosphodioxyaceton und Glycerinaldehyd stattfindet. Das 
Phosphodioxyaceton liefert bei Gegenwart von Triose-Isomerase 
Phosphoglycerinaldehyd, der moglicherweise auch durch direkte 
Phosphorylierung des bei der Spaltung gebildeten Glycerinaldehyds 
entstehen konnte. Die beiden Phosphotriosen kombinieren sich unter 
der Wirkung der I, 6-Diphosphofructaldolase zu Hexosediphosphat, 
welche durch eine Phosphatase in Stellung 1 dephosphoryliert wird. 

Unsere eigenen Versuche stehen mit dieser Theorie in Uberein- 
stimmung. Wir haben die Phosphatase von der 1-Phosphofruct- 
aldolase abtrennen konnen. Durch Rekombination der beiden Fer- 
mente unter Zusatz von Triose-Isomerase und 1,6-Diphospho- 
fructaldolase und Hexose-Isomerase erhalt man ein Enzymsystem, 
das Fructose-1-phosphat in Hexose-6-phosphat iiberzufuhren im- 
stande ist (siehe unten). Die Annahme einer besonderen Phospho- 
fructomutase ist also uberflussig. Der endgultige Beweis dafur, dass 
ein solches Enzym in unseren Losungen nicht vorhanden ist, kann 
naturlich erst erbracht werden, wenn die 1-Phosphofructaldolase und 
die Phosphatase in voUig reinem Zustand vorliegen. 

Eine spezifisch auf Hexosediphosphat eingestellte Phosphatase 
der Leber ist von Gomori2) beschrieben worden. Schon fruher haben 
Tank6 d3 Robison3) die Bildung von Hexosemonophosphaten aus 
Hexosediphosphat durch die Wirkung der Knochenphosphatase 
boobachtet. Der Spezifitatsbereich der Leberphosphatase wurde von 
Roche &? BouchiZZo.ux4) genauer untersucht, wahrend De Duve und 
Nitarbeiter5) die Verteilung in der Zelle studiert haben. Es scheint 
aber, dass noch nie in einwandfreier Weise nachgewiesen worden ist, 
welcher Fructoseester bei dcr Hydrolyse in der Leber entsteht. Aus 
der Tatsache, dass das Ferment Fructose-6-phosphat nicht angreift, 
hat Roche auf die hbspaltung des Phosphatrests in Stellung 1 ge- 
schlossen. Wir haben aus unseren Extrakten eine Fraktion erhalten, 
die keine Aldolase enthiilt, welche aber Fructose-l,6-diphosphst 
unter Bildung von Fructose-6-phosphat sehr rasch dephosphoryliert. 
Das letztere wurde nach Zusatz von Hexose-Isomerase und Zwischen- 
ferment optisch nachgewiesen. Dieses Ferment wird am besten als 

1) H .  G. Hers & T .  Kusaka, I I e  Congrks international de biochimie, Paris 1952, Re- 

2, G. Gomori, J. Biol. Chem. 148, 139 (1943). 
3, B. Tank6 & R. Robison, Biochem. J. 29, 961 (1935). 
4) J .  Roche & S. Bouchilloux, B1. SOC. Chim. Biol. 32, 739 (1950). 
5 ) .  H. G. Hers, J .  Berthet, L. Berthet & C .  De Duve, B1. SOC. Chim. Biol. 33,21 (1951) 

sum& des communications, S. 281. 
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D i p  h o s p  h of r u c t o s e - 1 -p h o sp  h a t a s e bezeichnet. Die Phospha- 
tase ist nur in Gegenwart von Mg++ wirksam. Das letztere kann, wie 
erwiihnt, durch Mn++ oder GO++ ersetzt werden. Damit ist, die Gultig- 
keit des Reaktionsschemas von Hers Ce: Kusuka vorausgesetzt, 
erklart, warum die Bildung des Hexosr-6-phosphats aus Fructose- 
1-phosphat vom Mg++ abhAngig ist. 

Durch Fraktionierung des Acetontroclrenpulver-Extrakts mit 
Ammoniumsulfat (pH 7,6) gelingt es, die Phosphatase abzutrennen. 
Die Phosphatase ist in der Fraktion enthalten, die bei 45 yo Siittigung 
des Extrakts mit Ammoniumsulfat ausf&lltl. Durch kurzes Erwiirmen 
auf 65O kann man sie praktisch frei von den ubrigen Fermenten 
erhalten. Iiombiniert man die beiden gereinigten Fermcntlosungen 
mit Triose-Isomerase und Muskelaldolase, so wird aus Fructose- 
1-phosphat das 6-Phosphat gebildet (optischer Test mit Hexose- 
Isomerase, Zwischenferment und T.P.N.). Wir haben nicht genauer 
untersucht, wieviel Triose-Isomerase und 1M eyerhof’sche Aldolase in 
dcr gereinjgten 1-Phosphofructaldolase noch vorhanden ist. Diese 
beiden Enzyme wurden zugesetzt, um sicber zu sein, dass sie nicht 
den die Reaktionsgeschwindigkeit begrenzenden Faktor darstellen. 
ER ist also sicher, dass auf dem yon Hers & husuka angegebenen Weg 
Hexose-6-phosphat entstehen kann. Unsere Aldolaselosung zeigt noch 
eine schwache Aktivitiit auch ohne Zusatz der Phosphatase. Da aber 
die Fermentlosung noch nicht rein ist, beruht, dies sehr wahrscheinlich 
auf einem geringen Gehalt an  Phosphatase. Tliir sind niit der weiteren 
Reinigung der Fermente beschiiftigt. 

Es ist uns nie gelungen, aus Fructose 6-phosphat den 1-Ester 
zu erhalten. Nach den von Meyerhof und Rllitarbeiternl) 2, ermittelten 
Werten fur die freie Energic der Hydrolyde der beiden Fructose- 
monoester sollte die Gleichgewichtskonstante k = Fructose-6-phos- 
phat/Bructose-1-phosphat den Wert von etwa 0,7 haben. Eine vom 
6-Ester ausgehende Einstellung des Gleichgewichts musste also an 
der Bildung von siiurelabilem Phosphat leieht erkennlmr sein. Das 
negative Resultat unsercr Vcrsiiche spricht gegen die Xxistenz einer 
Mu t ase . 

Bei Gegenwart von Adenosintriphosphat ist nocki ein anderer 
Weg fur den Ubergang des Fructose-1-Esters in den 6-Ester moglich. 
Cori und Mitsrbeiter3) nehmen an, dass in der Leber ein Ferment 
vorkommt, welches Fructose-1-phosphat direkt in Stellung 6 zum 
Hexoscdiphosphat phosphoryliert und waktrscheinlich von der be- 
kannten 6-Phosphofructokinase verschieden ist. Durch die Wirkung 
der Dipliosphofructose-1-p~iosphatase kann anschliessend Fructose- 

0. Meycrhof & H .  Green, J. Biol. Chem. 178, 655 (1949) .  
2, 0. Meyerhof & P. Oesper, J. Biol. Chem. 179, 1371 (1949). 
3, M .  CV. Skin, G.  T .  Gori R. G. F. Cori, J. Biol. Chem. 186, 763 (1950). 



Volumen XXXVI, Fasciculus I (1953) - No. 29. 235 

I 
f' 
F 
3 

I 
I 
l 

+-- 

* c 
.3  

Qi U 
R 5 
a 

x 
N 

1 @  



236 HELVETICA CHIMICA ACTA. 

6-phosphat gebildet werden. Diese Reaktion kommt fiir die beschrie- 
benen Versuche nicht in Frage, weil sie ohne Zusatz von A.T.P. 
dnrchgefuhrt wurden. Er wurde aber in der l'ebenden Belle den direk- 
testen Weg darstellen, auf dcm Fructose-3.-phosphat in Fructose- 
6-phosphat ubergehen konnte. 

Die bisher bekannten Reaktionen der Fructose sind im vorste- 
henden Schema (siehe 8. 235)  zusammcngefasst. 

E x p erim en t el ler  Tei 1. 
A. Methoden.  

1. H e r s t e l l u n g  d e r  Enzymlosungen.  Alle Operationen wurderi bei tiefer Tem- 
peratur durchgefiihrt (Kalteraum, Kaltezentrifuge). Als Versuchstier haben wir, wo nichts 
anderes vermerkt ist, stets die weisse Ratte verwendet. 

a) ,,Cori-Fraktion". Die Tiere werden vor dem Versuch 24 bis 36 Std. auf Hunger 
gesetzt. Die Lebern werden vom rechten Vorhof aus mit isotonischer KC1-Losung blutfrei 
gespult und im Apparat von Potter & Elvehjeml) mit dem gleichen Volumen isotonischer 
KCI-Usung homogenisiert. Das Homogenat wird 15 Min. bei 16000 R.p.M. zentrifugiert 
iind das 'iiberstchende durch Watte filtriert. Hierauf vvird mit Ammoniumsulfat von 
pH 7,8 fraktioniert. Die zwischen 45"" und 557i Sattigung ausfallende Fraktion wird 
in einrm moglichst kleinen Volumen 0,02-m. NaHC0,-Losung aufgclost und 3 Mtd. 
gegen die gleiche Losung von Hydrogencarbonat dialysiert. Die trube Losung lasst sich 
durch Zentrifugieren (15 Min. bei 16000 I3.p.M.) klaren und ist mindestens 2 Wochen 
haltbar. 

b) E x t r a k t  aus  Acetont rockenpulver .  Die Lebern werden wie oben behandelt 
und nach Kiihlung auf Eis mit 10 Vol. frisch destilliertem, kaltem Aceton y2 Min. im 
,,Turmix" zerkleinert. Die Suspension wird filtriert, der Xiickstand auf der Kutsche 
nochmals mit Aceton behandelt und weitgehend trocken gesaugt. Zum vollstandigen 
Verdunsten des Acetons wird das Pulver auf Filtrierpapier ausgebreitet und bestandig 
umgeruhrt. Aufbewahren im Vakuumexsikkator uber P:,O,. 3 g Trockenpulver werden 
rnit 15 em3 bidestilliertem Wasser und 5 cm3 Veronalpufftx (0,l-ni.) vom pH 7,4 wahrend 
10 Min. unter standigem Riihren bei O0 extrahiert. Nach Zentrifugieren (15 Min. bei 
16000 R.p.M.) wird das Uberstehende 5 Std. (,,kurz dialysierter Extralrt") oder 24 Std. 
(,,lang dialysierter Extrakt") gegcn bidestilliertes Wasser unter Ruhreri dialysiert,. Die 
Extrakte sind nicht lange haltbar. 

Rei verschiedenen Versuchen wurdc der Extrak:t einer Frakt.ionicrung durch 
Ammoniumsulfat unterworfen. Die Herstellung der Fraktionen wird bei Besprechung der 
einzclncn Versuche beschrieben. 

2. H e r s t e l l u n g  d e r  Losungen v o n  F r u c t o s e -  1 - p h o s p h a t .  Der Ester wurde 
nach der fruhcr beschricbenen Mcthode synthetisch darges t~ l l t~)  und als Bariunisalz der 
Dipropylidenverbindung aufbewahrt. Aus dem lotzteren wurde das Barium durch Be- 
handeln mit H+-aktiviertem Kationenaustauscher (Ionac C 240) entfernt und das Aceton 
durch Kochen mit Wasser abgespalten. Es geht dabei etwas Substanz verloren. Ausserdem 
enthalten unsere Praparate wechselnde Mengen von BaCO, als Verimreinigung. Der 
exakte Gehalt der Losungen ergibt sich aus dem saurelabilen Phosphat (Hydrolyse in 
I-n. HCl wahrend 15 Min. im siedenden Wasserbad). Die Losungen wurden stet,s mit 
NaOH auf das gewiinschte pH des Versuchsansatzes gebracht. 

Es sei hier noch eine Prazisierung unserer Methode zur Hydrolyse der Diaceton- 
verbindung beigefiigt. In  unserer ersten Veroffentlichung haben wir als Hydrolysezeit 
35 Min. vorgeschlagen. Die genauere Untersuchung zeigt, dass unter diesen Bedingungen 

l) R. V a n  Potter & A .  Elvehjem, J. Biol. Chem. 114. 195 (1936). 
2, P. Leuthardt & E. Testa, Helv. 34, 931 (1951). 



verbindung . . . . . . . 

3. A n a l y t i s c h c  Methoden.  Das Phosphat wurde nach der Methode von Beren- 
blum und Chain2) bestimmt. Die Bestimmung dcs Glycerins erfolgt nach der Methode 
von u. Bru~hhausen~). 

Bei verschiedenen Versuchsanordnungen wurde zur Verfolgung der Ferment - 
wirkungen der optische Test von Warburg verwendet, der darauf beruht, dass die redu- 
zierten Pyridincofermente bei 340 m p  eine starke Absorptionsbande aufweisen, die beim 
oxydierten Ferment nicht vorhanden ist. Die Durchfuhrung des optischen Tests wird 
bei Besprechung der einzelnen Versuche beschrieben. Fur die optischen Tests wurden 
folgende Fermente verwendet: kristallisierte Muskelaldolase, kristallisierte Glycerin- 
phosphorsauredehydrase (Baranowski-Ferment), kristallisierte Triose-Isomerase. Diese 
Fermente, welche vollkoinmen rein warcn, wnrden uns von Dr. Th. Uiicher, Hamburg, 
freundlicherweise zur Verfugung gestellt. 

Warburg'sches Zwischenferment (Glucose-6-phosphat-Dehydrase) wurde nach 
LePage4) dargestellt. Als Hexose-Isomerase diente einc Proteinfraktion aus Kaninchen- 
inuskel. Der zerkleinerte Muskel wurde zweimal mit dem gleichen Volumen kalter 0,02-m. 
KOH-Losung extrahiert. Aus dem Extrakt wurde mit gesattigtem Ammoniumsulfat bei 
pH 7,8 die Fraktion zwischcn 45% und 55% Sattigung abgetrennt, in destilliertem Wasser 
aufgenommen und 4 Std. gegen destilliertes Wasser dialysiert. Die Losung wurde bei - 16O 
im gefrorenen Zustand aufbewahrt. Nach Xlein5) enthalt diese Fraktion auch die Phospho- 
mannose-Isomerase. 

Die Alkoholdehydrogenase wurde teils von A .  B. A s h ,  Sodertalje (Schweden), 
bezogen, teils haben wir Praparate benutzt, die uns von Herrn Dr. K.  Wallenfels, Tutzing, 
zur Verfugung gestellt wurden. 

B. Ergebnisse .  

1. S t a b i l i s i e r u n g  d e s  P h o s p h a t s .  a) Einflusa der Cozymase. Der folgende 
Versuch zeigt, dass bei Inkubation von Fructose-1-phosphat niit Extrakt aus Aceton- 
trockenpulver ein stabiler Ester entsteht und dass dazu Cozymase notig ist (siehe Tab. 2) 

Versuchsansatz: 0,5 em3 Fructose-1-phosphat (aus 10 mg Ba-Salz in 3 em3), 0,5 em3 
Veronalpuffer (pH 7,4), fluoridhaltig (9 Vol. 0,l-m. Veronalpuffer + 1 Vol. 1,8-m. NaF), 
0,5 em3 Wasser, 1 em3 Fermentlosung (Extrakt aus Acetontrockenpulver). Inkubation 
15 Min. bei 38O, Entciweissung durch 1 emB 30-proz. Trichloressigsaure. Wegen der raschen 
Vernientwirkung wurde zur Bestimmung der I'hosphatfraktionen bei Versuchsbeginn die 
Trichloressigsaure vor dem Substrat zugesetzt. 

15 30 45 60 

67,5% 30,60/, 12% 4,6% 

1) Vgl. P. B. Hawk, B. L. Oser & W .  M. Xummerson, Pratical physiological Che- 

2, J. Berenblum & E. Chain, Biochem. J. 32, 295 (1938). 
3, P. u. Uruchhausen, Z. Unters. Lebensm. 68, 32 (1934). 
4) G. A. LePage & G.  C. MiiEler, J. Biol. Chem. 180, 975 (1949). 
5) M .  W .  Slein, J. Biol. Chem. 186, 753 (1951). 

mistry. Philadelphia 1937, S. 873. 
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(a) 
44 
17 

15 

73 

Tabelle 2. 
P h o s p h a t b i l a n z .  

Als labiles Phosphat wird die Praktion bezeichnet, die nach 15 E n .  Hydrolyse in 
1-n. HC1 im kochenden Wasserbad abgespalten wird. Die Menge des in stabile Bindung 
ubergegangenen Phosphats ergibt sich als Differenz der Kolonnen b und d, das zu Beginn 
vorhandene labile Phosphat (zugesetztes Fructose-1-phosphat) als Differenz der Kolonnen 
b und a. In  Kolonne f i s t  die Stabilisierung angegeben in % des zu Beginn vorhandenen 
labilen Phosphats: 100 e/(b- a). Eine kleine Menge Phosphat wird whhrend der Inkuba- 
tion als anorganisches Phosphat abgespalten (c - a). Die sngegebenen Prozentzahlen fur 
die Stabilisierung stellen einen Minimalwert dar, wril in1 Extrakt eine kleinc Menge labiler 
Phosphatester vorhandcn ist, die mitbestimmt werden (vgl. Fig. 1). 

(b) 
160 
112 

125 

432*) 

Enzymlosung 

(c) 
59 
49 

21 

102 

I 
I1 

111 

IV 

- 

(4 (el (f) 
100 60 52 
111. 1 0  

63 62 58 

237 195 54 

kurz dialysierter Extrakt 
lang dialysierter Extrakt 
lang dialysierter Extrakt 

+ 130 y Cozyniaso . . 
lang dialysierter Extrakt 

+ 150 y hydr. Cozymase 

vor Inkubation nach Inkubation 
- -1 sbabili- 

lab. I' + sicrt anorg. P 1 
Y 

*) Die Menge des zugesetzten Fructose-1-phosphats ist in Versuch IV griisser als 
in den ubrigen. 

Um eine maximale Realrtivierung zu erhalten, wareri pro Ansatz ca. 120 y Cozymase 
notig. Wir haben ein Handelspraparat (Xchwarz, New York) benutzt, das nach Neilands & 
h e s o n ' )  an einer Saule von Dowex 2 chromatographiert wurde. Reinheit 80% (optisch 
rnit Alkoholdehydrogenase bestimmt). Die Cozymase (ebenso das Triphosphopyridin- 
nucleotid) wird im Extrakt rasch abgebaut. Each 15 Min. Inkubation fanden wir nur 
noch wenige Prozente der zugesetzten Menge. Dies erklart die relativ hohe Konzentration, 
die zur Aktivierung des lange dialysierten Extrakts niitig ist. 

Der fur die Stabilisierung dcs Phosphats verantwortliche Faktor wird durch die 
Dialyso cntfcrnt; er kann im Dialysat nachgewiesen werd'en: Die Lebern von drei Ratten 
wurden mit dem gleichen Volumen Wasser homogenisiert, 3 Min. gekocht; dann wurde 
der Brei 60 Std. gegcn vier Portionen von 200 em3 Wasser dialysiert. Die vereinigten 
Dialysate wurden auf 20 cm3 eingeengt. 0,5 em3 dieser LKsungen genugten fur die vollige 
Reaktivierung des lang dialysierten Extrakts. Folgende Substanzen wurden auf ihre 
Wirksamkeit gepruft und erwiesen sich in den angegebenen Mengen als inaktiv: 150 y 
Hefeadenylsaure, 250 y Muskeladenylsaure, 250 y A.D.P.: 250 y A.T.P., 300 y eines Roh- 
produkts von Uridindiphosphoglucose aus Hefe (Coferment des Enzyms, welches Galac- 
tose-1-phosphat in Glucose-1-phosphat umwandelt (Caputto und MitarbeiteP)), 150 y 
Nicotinsaureamidmononuclootid (Kornberg3)), 10 y Riboflavinphosphat, 10 y Glucose- 
1,6-diphosphat (Coferment der Phosphoglucomutasc) (C(zrdini iind Mitarbeiterd)), 10 y 

l) J .  B. Neilands & A. Akeson, J .  Biol. Chem. 188, 307 (1951). 
z ,  R. Caputto, L. Ir'. Leloir, C. E .  Cardini & A. C. Paladini, J. BioX. Chem. 184, 333 

3, A. Kornberg, J. Biol. Chem. 182, 779 (1950). 
4, C. E .  Cardini, A .  C.  Paladini, R. Caputto, L. F .  L,eloir & R. E. T'rucco, Arch. Bio- 

(1950). 

chem. 22, 87 (1949). 
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Fructose-1,6-diphosphat. Auch die nach photocheniisch abgebaute Cozymase 
besitzt keine Wirkung. Wir nehmcn an, dass die im Dialysat enthaltene aktive Substanz 
mit der Cozymase identisch ist. 

b)  Versuche in Gegenwart von Hydrazin. Bei Gcgenwart von Hydrazin liisst sich auch 
ohne Zusatz von Cozymase die Bildung von saurestabilem Phosphat nachweisen. 

Versuchsans&tze: 0,4 om3 Fructose-1-phosphat (entsprechend 20 mg Ba-Salz in 
7 cm3), 0,25 cm3 Hydrazin (0,56-m., aus Sulfat durch Neutralisation mit NaOH her- 
gestellt), 1,0 cm3 Enzym (lang dialysierter Extrakt), 0,5 cm3 Veronalpuffer 0,l-m. 
(pH 7,4). Mit Wassor ad 3,4 om3. Inkubation 15 Min. bei 38O, Enteiweissung mit 2 cms 
20-proz. Trichloressigskure. Bei der Bcstimmung der Phosphatfraktionen zu Versuchs- 
beginn wurde die Trichlorcssigsaure vor dem Substrat zugesetzt. (Siehe Tab. 3.) 

vor Inkubation 

Tabelle 3. 
Phosphatbilanz bei Gegenwart von Hydrazin. (Erklarung siehe Tab. 2.) 

nach Inkubation 

Ohne Substrat. . . . . . 
Mit Fructose-1-phosphat 

und Hydrazin . . . . . 
Mit Fructose-1-phosphat 

ohne Hydrazin . . . 0,47 

0,6 

0,75 

0,75 0 

3,55 0,75 2,50 1,05 

3,62 1 0,60 3,97 0 

OY7 i 0’54 

% 

37 

- 

ohne mrt 
&ctose-/-p/ro~ybot 

? 

Fig. 1. 
Phcs phatbilanz. 

Ansatz: Siche unter b). Die Ansatze enthalten kein Hydrazin. 
Schraffiert : Anorganisches Phosphat ; punktiert : labiles Phosphat (nach 15 Min. Hydro- 
lyse in 1-n.HC1); schwarz: Hcxose-6-phcsphat, optisch als Glucose-6-phosphat bestimmt. 

‘ I  

I )  C. E .  Carter, Am. SOC. 72, 1466 (1950). 
C. E .  Curter, Am. SOC. 72, 1.835 (1950). 
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c) Nachweis, dass der stabile Ester nicht Hexose-G-phosphat ist. Wenn aus Fructose- 
I-phosphat Hexose-6-phosphat entsteht, so kann dieses bei Gegenwart van Hexose- 
Isomerase, Warhurg’schem Zwischenferment und Triphosphopyridinnucleotid (T.P.N.) 
optisch bestimmt werden, indem man die Zunahme der Absorption bei 340 m p  misst. 
Wir haben nach dieser Methode gleichzeitig init der Eltabilisierung des Phosphats das 
Hexose-6-phosphat bestimmt. Die Losungen wurden fur den optischen Test durch Per- 
chlorsaure deproteinisiert ; die letztere wurde aus dem Filtrat durch Kalilauge quantitativ 
entfernt. Extinktionskoeffizient des reduzierten T.P.N. E = 6,22 em2/;) Mol. Herstellung 
des Zwischenferments nach LePagel). Zusatz von Hexose-Isomerase ist nicht notig, da 
die Enzymlosung dieses Ferment enthalt. Fig. 1 zeigt die Phosphatbilanz. Man erlrennt, 
dass nur ein sehr kleiner Teil des in stabile Bindung ubergangenen Phosphats (etwa 9%) 
auf Hexose-6-phosphat entfallt. 

2. Nachweis  d e r  A l d o l s p a l t u n g  von F r u c t o s e - 1 - p h o s p h a t .  a) Optischer 
Nachweis der Bildung von Phosphodioxyaceton. Diese Verbindung lasst sich bei Gegen- 
wart von rcduzierter Cozymave und Baranowski-Ferment optisch durch die Abnahme 
der Absorption bei 340 m p  nachweisen. Die Reaktion wird bei Zimmertemperatur direkt 
in der Quarzkuvettc des Photometers durchgefiihrt. Ein Versuch ist in Pig. 2a und 2b 
dargestellt. 

B arano wdc‘ 

z &In. 
H 

I . . .  . . . . .  I .  

Fig. 2a. Fig. 2b. 
Bildung von Phosphodioxyaceton. 

2s) Kt Acefontrockenpulverextrakt, 24 Std. dialysiert. Der Ansat,z enthiilt 1,5 em3 Hydro- 
gencarbonatpuffer pH 7,4 (4,2 g NaHCO,+ 0,25 g Trilon B in 250 em3 U’asser, mit C 0 2  
bis pH 7,4 gesattigt), 0,6 em3 Extrakt. Beim Pfeil a werden 0,3 ems (D.P.N.)H, zugesetzt, 
bei b 0,03 em3 Baranowski-Ferment. Die Rcaktion wird bei c durch Zusatz von 0,4 em3 
Fructose-1-phosphat (aus 20 mg Ra-Salz in 2 em3) ansgelost. Die Kurve ist nicht fur 
die daraus resultierende Vcrdunnung korrigiert. Bei d werden zur Kontrolle 0,03 em3 

2b)  &lit Cori-Fraktion. Der Ansatz enthalt 1,s em3 IHydrogencarbonatpuffer pH 7,4, 
1,2 c1n3 Wasser, @,4 em3 Fructose-1-phosphat, 0,03 cms Triose-Isomerase, 0,@3 em3 1,6- 
Dipl’osphofructaldolase. Beim Pfeil a werden 0,2 cm3 (D.P.N.)H, zugesetzt. Die Reaktion 
wird bci b durch Zusatz von 0,4 em3 Cori-Fraktion auszelost. Die Kurve ist fur die Ver- 

diinnung korrigiert. 

1,6-Diphosphofructaldolase + 0,4 em3 Hexoscdiphosphat zugesetzt. 

b) Ahfungen der Triosen durch Hydrazin. Versuchsansatz : 0,6 em3 Fructosc-l-phos- 
phat (Na-Salz, aus 10 mg Ba-Salz pro em3 Losung), 1 cui3 Veronalpuffer (pH 7,4), fluorid- 
haltig (siehe untcr la) ,  0,25 em3 Hydrazin (0,56-m., aus Sulfat durch Neutralisation mit 

l) G .  A .  LePuge R- G. C. Muller, J. Biol. Chem. 1811, 975 (1949). 
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NaOH auf pH 7,4), 1 om3 Extrakt aus Acctontrockcnpulver, 24 Std. dialysicrt, oder 
1 cm3 Cori-Fraktion. Inkubation 15 Min. bei 38O. Enteiweissung mit 2 01113 Trichloressig- 
saure 20-proz. 1 cm3 der enteiweissten Losung wird zur Hydrolyse des alkalilabilen 
Triosephosphats 10 Min. mit 1 om3 0,75-n. NaOH bei Zimmertemperatur stehengelassen, 
dann mit 1 cm3 einer saiiren Losung von 2,4-Dinitrophenylhydrazin (I-proz. in 2-n. HCI) 
versetzt, 10 Min. bei 38O inkubiert und die Losung niit 0,75-n. NaOH auf 10 om3 auf- 
gefullt. Die Extinktion wird nach 10 Min. bei 540 mp im Beckman-Photometer gemessen. 
Sie gibt ein approximatives Mass fur die Menge der gebildeten Triosen. (Siehe Tab. 4.) 

Fructose-1 -phosphat 

Fructose-1-phosphat 

Ohne Substrat 
+ Hydrazin 

+ Hydrazin . . . . . . . .  

ohne Hydrazin . . . . . . .  

. . . . . . . .  

Tabelle 4. 
Nachweis der in Gegenwart von Hydrazin gebildcten Triosen durch die Reaktion mit 

2,4-Dinitrophenylhydrazin. 

1,36 

0,185 

0,145 

Rohextrakt Cori-Fraktion Ansatze 1 E =  1 E =  

1,70 

0,049 

0,127 

Der glciche Versuch wurde mit einer grosseren Afenge Fructose-1-phosphat (ent- 
sprechend 70 mg Ba-Salz) wiederholt. Nach Behandlung des Trichloressigsaurefiltrats mit 
Dinitrophenylhydrazin, wie oben angegeben, wurde eingeengt ; dabei bildet sich, wie von 
Sibley & Lehninger beschrieben worden ist, eine orange Fallung, welche mit Magnesia- 
mixtur eine Blaufarbung und mit alkoholischer KOH eine purpurne Farbe ergibt. Diese 
Reaktionen sollen fur die Triosen charakteristisch sein. 

Fig. 3. 
Prufung der Aktivitat von 1,6-Diphosphofructaldolase gegen Fructose-1-phosphat. 

Versuchsansatz siehe Text. Ordinate: Extinktion; Abszisse: Zeit. Die Pfeilc geben den 
Zusatz der angeschriebenen Substanzen an. Es bedeutet (D.P.N.)H,: hydrierte Cozymase, 
Baranowski: Glycerinphosphorsauredehydrase; Aldolase: kristallisierte Muskelaldolase 

(1,6-Diphosphofructaldolase). 
16 
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c) Spezifitut der 1- Phosphofructaldolase. Wenn man zii Fructose-1-phosphat kristalli- 
siertc Muslrelaldolase und Baranowski-Ferment zusetzt, so wird hydrierte Cozymase auch 
nach langerem Stehen nicht dehydriert. Es entsteht also kein Phosphodioxyaceton. 
Unter den gleichen Bedingungen fiihrt, wie oben beschrieben u-urde, Zusatz unserer 
.Fcrment,losungen aus Leber zu einer raschen Reaktion. 

Vcrsuchsansatz : Hydrogenearbonatpuffer p H  7,4 (siehe Legende Fig. 2) ,  0,8 em3 
TVasscr, 0,4 em3 Fructose-1-phosphat (aus 10 mg Ba-Salz piro em3), 0,2 cmZL hydrierte Cozy- 
mase. Nach Einstellung eines konstanten Wertes dcr Extinktion Zusatz von 0,03 em3 
Baranowski-Ferment, 0,05 em3 Triose-Isomerasc und ischliesslich 0,05 em3 Muskel- 
aldolase. Die Extinktion bleibt wahrend einer Beobachturigszcit bis zu 30 Min. praktisch 
konstant. Zur Kontrolle des Tests wird zum Schluss Hexoscdiphosphat zugesetzt : rasche 
Bildung von Phosphodioxyaceton, kcnnt,lich an der Dchydrierung der reduzierten Cozg- 
masc. (Vgl. Fig. 3.) 

Der optische Test, wurde immer bei Ziminertempera.tur ausgefuhrt. Inkubiert, man 
Fructose-1-phosphat mit kristallisiertcr Muslielaldolase bei 38O in Gegenwart von Hy- 
drazin, so ergibt sich nach der Methode von Sibley &: Lehningerl) mit Dinitrophenyl- 
hydrazin cine Farbung, welche auf die Entstehung von Triosen hindeutet (Fructose- 
I-phosphat und Fructose reagieren nicht). Die Farbung ist bedcutend schwacher als in 
den oben beschriebenen Versuchen init I-Phosphofructalc!olase. Einc schwache Reaktion 
tritt auch bei Zimmertemperatur ein. Tab. 5 zeigt einen derartigcn Versuch. 

Tabelle 5. 
Bildung von ,,Triosen" nach Inkubation 

niit kristallisierter Aldolase, gemessen nach Cjibley & Lehninger. 

Vollstandiger Ansatz . . . . . . 
Ohne Hydrazin . . . . . . . . 
Ohne Fructose-1-phosphat . . . 
Ohne Enzym und Hydrazin . . . 
Mit Cori-Fraktion statt kristalli- 

siert,cr Aldolase . . . . . . . 

Extinkt,ion E der alkalischen Losung der 
Dinitrophenylhydrazone nach Jnkubntion 

40 Min. 
bei Zimmcrtemp. (18-20") 1 l5 Min. bei:380 

E =  
0,14 
0,14 
0,04 
0,05 

0,15 

E =  
0,27 
0,29 
0,04 
0,04 

0,61 

Vollstandiger Versuchsansatz: 1,0 em3 Hydrogencarbonatpuffer pR 7,4 (siehe oben), 
0,4 em3 Fructose-I-phosphat (aus 10 mg Ba-Salz/cm3), 0,25 em3 Hydrazin (0,56-m.), 
0,03 em3 1,6-Diphosphofructaldolase, 0,3 em3 Wasser. 40 Min. bei Zimmertemperatur 
oder 15 Min. bei 38O inlcubiert. Enteiweisst mit Trichloressigsaure. In  den Kontroliver- 
suchcn wurde der fehlende Bestandteil nach der Enteiweissung nachtraglich zugesctzt, 
urn die Bestimmung stets linter glcichen Bedingungen diirchzufiihren. 

Da der optische Test mit 1,6-DiphosphofmctnldoIase bei Zimmertemperatur ein 
vijllig negatives Resultat ergibt und da man ohne Hyclrazin kcinc Stabilisierung von 
Phosphat findet, ist es fraglich, oh die Farbreaktion, die man mit Dinitrophenylhydrazin 
sogar obne Hydrazinzusatz erhalt, durch die Bildang von Trioscn crklart wcrden darf. 
Dicse ltesultate bediirfen wcitercr Ablilarung. 

Die Fermentlosungen aus Leber sind im optischeri Test viillig inaktiv gegen die 
iibrigen Hexosephosphate : Fructose-6-phosphat, Glucose-6-phosphat uncl Glucose-l-phos- 
phat. Wir verzichten auf die detaillierte Wiedergabe dieser Versuche. 

I )  J .  A .  Sibley & A .  LehrLknger, J. €301. Chem. 177: 859 (1949). 
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d) pH-Bbhangigkeit dei I-Phosphofructaldolase. Gcmessen an der Stabilisierung des 
Phosphats bei Gegenwart von Cozymase ist das Ferment unterhalb pH 6,4 wenig wirksam. 
(Versuchsbedingungen siehe unter la.) Zwischen pH 6,7 und 7,s  ist kaum eine Anderung 
der Aktivitat festzustellen. Zu diesen Versuchen wurde dcr kurz dialysierte Extrakt aus 
Acetontrockenpulver beniitzt. 

3. I so l ie rnng  d e r  D i s m u t a t i o n s p r o d u k t e .  Urn den bei Gegcnwart von Cozy- 
mase entstehenden stabilen Ester zu fassen, wurde cine etwas grossere Menge Fructose- 
1-phosphat cingesetzt. 10 g Acetontrockenpulver wurden, wie oben angegeben, mit 
Veronalpuffer extrahiert und der Extrakt 5 Std. dialysiert. Der Extrakt (30 cm3) wnrde 
rnit 25 cm3 ciner Losung von Na-Fructose-1-phospliat (aus 400 mg Ba-Salz bereitet) 
und mit 15 om3 fluoridhaltigcm Veronalpuffer pII 7,4 vcrsetzt. Das Gemisch wurde 40 Min. 
bei 38O inkubiert und nach Abkiihlen auf Oo mit 30 cm3 30-proz. Trichloressigsaure ge- 
fallt. Abzentrifugieren der Proteine nach l stiindigem Stehen. Der Kiederschlag wurde 
zweimal rnit wenig Wasser nachgewaschcn, die vereinigten Losungen mit 10-proz. NaOH 
auf p H  8,5 gebracht, mit 5 em3 2-m. Ba-Acetat, und nach 30 Min., rnit 250 om3 Aceton 
versetzt. Nach 2-tagigem Stehen Abzentrifugieren der Ba-Snlze, die dreimal mit Aceton, 
einmal mit Aceton-Ather (1 : 1) und schliesslich mit Ather gewaschen wurden. Im Vakuum 
iiber P,O, getrocknet. Gewicht der Rohbariumfallung 995 mg. Die Fallung wurde mit dem 
optischen Test auf Hexose-6-phosphat gepriift; Resultat negativ. Auch 3-Phosphogly- 
cerinsaure konnte mit der polarimetrischen Methodc von Meyerhof & Schulzl) nicht nach- 
gewiesen werden. 

a) Isolierung der Glycerinsaure. 400 mg dcr Rohbariumfallung wurden in 4 om3 
Wasser und 2 om3 2-n. HCl gelost,, die Losung mit 0,5 em3 gesattigtem Ammoniumsulfat 
versetzt, das Ba-Sulfat auszentrifugiert und mit 0,5 Wasser nachgewaschen. Aus der 
niit 12 Tropfen konz. NH, versetztcn Losung wurde das anorganische Phosphat mit 
Magnesiamixtur gefallt. Die Losung wurde mit Eisessig auf pH 6, dann mit 5-n. Salpcter- 
siiure auf p H  4 gebracht und mit 1 em3 30-proz. Bleiacetat versetzt. Niederschlag aus- 
zentrifugiert, verworfen; Uberstehendes mit NaOH so stark alkalisch gemacht, dass das 
Bleihydroxyd in Losung geht ; der verbleibende Niederschlag verworfen. Die Losung mit 
5-n. HNO, auf pH 7 gebracht, nach 2 Std. das ansgefallte Bleisalz abgetrennt, in 2 emB 
Wasser suspendiert und mit H,S zerlegt. Nach Durchliiften mit 2-n. NaOH auf pH 8,5 
gebracht und mit 0,7 em3 50-proz. Ba-Acetat und 3 Vol. Alkohol versetzt. Das Ba-Salz 
wurde in das Chininsalz verwandelt, indem es in 0,5 em3 Wasser suspendiert und mit 
40 mg Chininsulfat, gelost in heissem Wasser, versetzt wurde. Die Suspension wird er- 
hitzt und heiss zentrifugiert. Aus der iiberstehenden Losung kristallisiert das Chininsalz 
der Glycerinsaure in Biischeln von weissen Nadeln. Mehrfaches Umkristallisieren aus 
heissem Wasser. a b e r  P,O, bei gewohnlicher Temperatur im Vakuum getrocknet. Smp. 
(Kofler-Block) 187--187,5O. Misch-Snip. mit dem nach Anderson,) dargestellten Chinin- 
salz der D-Glycerinsaure (Snip. 187-187,5O) keine Depression. 

Optisehe Drehung: 3,32 mg in 0,6025 g Wasser +0,100 g Alkohol gelost. 1 om3 
(= 0,977 g) Liisurig enthalt 4,62 mg. Drehung im 0,5 dm-Rohr cc = -0,303O (Mittel aus 
6 Ablesungen), aD = - 1230 (nach Anderson 127O). 

3,041 mg Subst. gaben 0,176 om3 N, (23O, 722 mm Hg); 
4,290 mg Subst. gaben 9,786 mg CO, und 2,549 mg H,O 

C,3H30N,0,, H,O Ber. C 61,80 H 7,lG N 6,270/, 
Gef. ,, 62,25 ,, 6,65 ,, 6,34% 

b) Nachweis der a-Gl~jcerinphosphorsdure. Glycerin gibt beim Erhitzen mit konz. 
Jodwasserstoffsaure Isopropyljodid, das nach der Zeisel’schen Methoxylbestimmung 
destilliert und jodometrisch bestimmt werden kann (w. Bruchhausen3)). Meyerhof & 
Kiessling4) haben diese Methode verwendet und festgestellt, dass weder Glycerinaldehyd 

l) 0. Meyerhof & TY. Schulz, Biochcm. Z .  297, 60 (1938). 
,) E. Anderson, Am. 42, 422 (1909). 
,) F. u. Bruchhausen, Z. Unters. Lebensm. 68, 32 (1934). 
&) 0. Meyerhoj & W .  Kiessling, Bioch. Z. 264, 40 (1033). 
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noch Clycerinsiiure noch Phosphoglycerinsaure reagiorcn. Insofern keine anderen Ver- 
bindungen vorhanden sind, die fluchtige Jodide ergcbcn, ist die Methode fur Glycerin und 
Glycerinsphosphat spezifisch. 

Die Rohbariumfallung wurde wie oben beschricben durch Magnesiamixtur vom 
anorganischen Phosphat befreit nnd die Bariumsalze erneiit mit Ba-Acetat und Aceton 
gefallt. Das Glycerinphosphat ist in dieser Fallung vorhanden, die getracknet wurde. 
Einwaagc 15, l l  mg. Verbraucht: 1 3 2  em3 11/30 Ka,S,O,. Leerwert 0,09 em3, daraus Ba- 
Glycerinphosphat (C,H,O,PRa) 2,46 mg entsprechend 16,3% der Einwaagc. Wahrschein- 
lich wird das Glycerophosphat wahrend der Inkubation :z. T. durch Phosphatasewirkung 
hydrolysiert; ein Teil bleibt bei der ersten Ba-Filllung in ILosung, so dass der Niederschlag 
vorwicgmd das Ba-Salz dcr Glycerinsaure enthalt. 

Das Glycerinphosphat lasst sich auch papierehroma.tographisc11 nach Hanes & 
Isherwood') nachweisen. Losungsmittel: Isopropylather (frisch destiiiiert) -t 90-proz. 
Ameiacnsiiure im Verhaltnis 3: 2. Zur Entwiclrlung wird mit Molybdatrcagcns bespriiht 
(5  cm3 60-proz. Perchlorsaurc, 10 em3 1-n. HC1, 25 emR 4-proz. Ammoniummolybdat, mit 
Wasser ad 100 em3), ziir Hydrolyse der Phosphate 10 Mi.n. im stromenden Wasserdampf 
erhitzt und dann mit H,S behandelt. Bei der Reduktion mit H,S liefert die Glycerin- 
phosphorsiure keinen blauen, sondern einen gelbbrauncn Fleck. Die :Liisungen wurden 
vor dem iluftragen durch Hf-aktivierte Kationenaustausmcher vom Bn befreit (vgl. Fig. 4). 

1 2 . 3  
Fig. 4. 

Papierchromatographie der Glycerin- 
phosphorsaure. 

Chromatogramm 1 : cc-Glycerinphosphor- 
saure (Vergleichssubstanz) ; 3 : Ba-Fallung 
ails Versuchsansatz; 2:  dasselbe + Ver- 

gleirhssubstanz. 

L 2 Nin. 

0 - 0 - k  b 
t 
Pig. 5. 

Xachweis der Glycerinaldehyd- 
Dehydrasc. 

Ordinam: Extinktion; Abszisse: Zeit. 
Beim Pfeil wird DL-Glycerinaldehyd 

zugefiigt. 

4. Kachweis  d e r  f u r  d i c  D i s m u t a t i o n  zwir;chen Glycer ina ldehyd u n d  
PI1 o s p h odio  x y ac  e t o n  ver  a n t w or t l ie  h e n  E n  z y m (: un d d e r  Trio se - l s o  mer  ase. 
a) GEycerinaEde~~y~-Ue~Ly~rase. Dieses Ferment gibt sich durch die Reduktion der Cozy- 
ruase tjei Gegenwart von Glycerinaldehyd zu erkcnnen ; e3 kann also durch einen optischen 
T e s t  nachgewiesen werden. 

Versuchsansstz : 0,5 em3 Veronalpuffer pH 7,4 (fluoridhaltig), 1,5 om3 Wasscr, 
0,6 cm3 lang dialysierter Extrakt, 0,2 em3 Cozymase (entspr. 2 mg). Die Beaktion wird 
diirch Zusatz von 10 pMol D L-Glycerinaldehyd ausgeb5st (siehe Fig. 5). Die Glycerin- 

l) C. S. Hanes & F.  A.  Isherwood, Nature 164, 1103 (1948). 
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aldehyd-Dehydrase fehlt in der Cori-Fraktion, wclche aus diesem Grund auch keine Dis- 
mutation der primaren Spaltstuckc des Fructosc-1-pliosphats hcrbcifuhrt. 

b) Baranowski-Ferment. Das Gleichgewicht zwischen Phosphodioxyaceton und 
Glycerinphosphat liegt stark auf der Seite des letzteren. Bei eineni Uberschuss von 
hydrierter Cozymase wird praktisch das gesamte Phosphodioxyaceton hydriert. Um dieses 
Ferment nachzuweisen, genugt es, der Enzymlosung hydrierte Cozymase und Hexose- 
diphosphat zuzufiigen. Sowohl der Rohextrakt aus Acetontrockenpulver als auch die 
Cmi-Fraktion spalten das Hexosediphosphat und liefern damit das Substrat fur  die 
Glycerinphosphat-Dehydrase. 

Versuchsansatz : In  der Quarzkuvette des Beckman-Photometers 2,0 em3 Hydrogen- 
carbonatpuffer (siehe oben), 0,5 em3 Fermentlosung (Cori-Fraktion), 0,2 cm3 Wasser, 
0,2 em3 Dihydrocozyniase. Die Reaktion wird durch Zusatz des Hcxosediphosphats ein- 
geleitet (siche Fig. 6). Der Versuch beweist, dass in der Fermentlosung sowohl Aldolase 
als auch Baranowski-Perment vorhanden ist. 

I? 

Fig. 6. 
Naehweis des .Baranowsl%i-Ferments 

und der 1,6-Diphosphofructaldolase in der Cori-Fraktion. 
Ordinate: Extinktion; Abszisee: Zeit. 

(D.P.N.)H,: Zusatz von hydrierter Cozymase. Beim Pfeil werden zu einem Versuchsansatz 
0,2 em3 Hexosediphosphatlosung, zum anderen 0,2 om3 Wasser zugesetzt (punktierte 

. . . . . . . . . Linie). Die Abnahme der Extinktion im letzteren Fall beruht auf Verdunnung. 

c) Nachweis der Triose-Isomerase. Enthalt die Fermentlosung ausser der Aldolase 
auch Triose-Isomerase, so werden beide aus dem Hexosediphosphat entstehenden Triose- 
phosphate durch Baranowski-Ferment und hydrierte Cozymase zu a-Glycerophosphat 
hydriert. Fehlt die Triose-Isomerase, so wird nur das Phosphodioxyaceton reduziert. 
Setzt man zu einer Losung, welche hydrierte Cozymase im Uberschuss, Baranowski- 
Ferment und Aldolase, aber keine Triose-Isomerase enthalt, Hexosediphosphat zu, so 
sinkt die Extinktion bei 340 mp um einen bestimmten Betrag ab; setzt man jetzt noch 
Triose-Isomerase zu, so wird die Extinktion nochmals um den gleichen Betrag vermindert. 
1st dagegen in der Losung zum vornherein Triose-Isomerase vorhanden, so bewirkt ein 
Zusatz dieses Ferments keinen weiteren Abfall der Extinktion. Wir haben durch diese 
Methode das Vorhandensein der Trioseisomerase sowohl im Rohextrakt als auch in der 
Cori-Fraktion nachgewiesen. 

5. B i l d u n g  v o r  H e x o s e - 6 - p h o s p h a t  a u s  F r u c t o s e - 1 - p h o s p h a t .  a) Einfluss 
lzps Magnesiums. Nach Cori und Mitarbeiterl) orhalt inan Hexosc-6-phosphat, wenn man 

l) G. T. Cori, S. Ochoa, M .  W .  Slein & C. P. Cori, Biochem. Biophys. Acta 7, 304 
(1952). 
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die aus Lcberhomogenat zwischen 45% und 55% Sattigung mit Ammoniumsulfat aus- 
fallendc Proteinfraktion mit Fructose-1-phosphat inkubiert. Das Hexose-6-phosphat 
wird optisch durch die Reduktion des Triphosphopyridinnucleotids bei Gegenwart von 
Warburg'schem Zwischenferment und Hexose-Isomerase nachgewiesen. \.Vie Fig. 7 zeigt , 
ist dieso Reaktion von Mg++ abhangig, wahrend die oben beschriebene Aldolasespaltung 
des Fructose-1-phosphats von Mg++-Zusatz vollig unabhangig ist. 

Versuchsansatz: 0,5 om3 0,l-m. Veronalpuffer pH 8,1,0,5 em3 1-proz. Wa-Hydrogen- 
carbonat, 0,2 cm3 Zwischenferment, 500 y T.P.N., 1 cm3 Cori-Fraktion, 0,4 cm3 MgSO, 

pMol) . 

I 1 -  

20 40 GO 80 
Fig. 7. 

Miii. 

Hildung von Hexose-6-phosphat aus Fructose-1-phosphat und Fructose-l,6-diphosphat. 
Ordinate: Extinktion; Abszisse: Zeib in Min. 
Kurcen A und B: Enzymlosung Cori-Fraktion, Substrat Fructose-1-phos.phat. 
li'urw A: Versuchsansatz enthalt von Anfang an Magnesium. 
Ii'urve H: Versuchsansatz ohne Magnesium; Mg+f erst beini Pfeil zugesctzt. 
Fiir die beiden Versuche wurden verschiedene EnzyrnlSsurigen verwendet. 
A7urw C: Enzyrnlosung Sereinigte Diphosphofructose-I-pl-iosphatase, Substrat Fructose- 
1,8-diphosphat, beim durch ,,F.D.P." bezeichneten Pfcil zugesctzt. 

\Vie Fig. 8 zeigt, wird die Phosphoglucomutase durch 0,l-m. Mg++ vollstandig 
gehcmmt, wahrcnd die Uberfiihrung von Fructose-1-phosphat in den 6-Ester noch moglich 
ist. Dies beweist, dass Glucose-1-phosphat nicht Zwischenprodukt beim. Ubergang von 
Fructose-1-phosphat in Hexose-6-phosphat sein lrarm. 

Versuchsansatz in der &uarzkiivet>te des Becll.man.-Photonieters : 0,5 cm3 Cori- 
Fraktion, 0.5 cm3 Veronalpuffer pH 8,1, 0,5 cm3 1-proz. >;a-Hydrogencarbonst, 0,2 cm3 
Zn-ischenferment, 500 y T.P.N., 1 cni3 Wasser, 0,4 em2 ;Substrat (Glucose-1-phosphat : 
2,7 mg K-Salz/cm3; Fructose-1-phosphat aus 8 mg Ba-SaIz/cm3). I n  den Versuchen mit 
Mg++ wurde eine 1-m. Magnesiumsulfatlosung bis zur Endkonzentration 0,l-m. zugesetzt. 
I>icsc hohc Mgff-Konzentration verlangsamt die Umxandlnng des Fructose-1-phosphats 
in dcn 6-Ester, ohue sic aber viillig zu hernmen. 

Wcnn zii der Magnesium-haltigen Enzymlosung I?ructose-1-phosphat zugesetzt 
wird (odcr urngekehrt das Ferment zur Substratlosung), so ;setzt in dcr Regel die Reaktiori 
erst nach einer Latenzzzeit von einigen Min. ein (vgl. z. B. Fig. 10). Lijst man dagegen die 
Reaktion in der Mg++-freien Losung durch Zusatz von M.agnesiumsalz aus, so setzt sie 
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rasch mit voller Geschwindigkeit ein (vgl. Fig. 9). Wahrscheinlich ist die Latenzzeit 
dadurch zu erklaren, dass zuerst die Zwischenprodukte (Triosen und Hexosediphosphat) 
in geniigender Menge gebildet werden mussen, bevor die Bildung von Hexose-6-phosphat 
und damit die Reduktion des T.P.N. beginnen kann. 

-0- 

A 

I 
I 

Fig. 8. 4 

Bildung von Glucose-6-phosphat aus Glucose-i- 
und Fructose-1-phosphat. 

Ordinate: Extinktion; Abszisse: Zeit in Min. 
Ansatz: 0,5 cm3 Fcrmentlosung, 1 ems Veronal- 
puffer pH 8,1, 0,5 emR 1-proz. Na-Hydrogen- 
carbonat, 0,4 em3 Fructosdiphosphat (aus 
l,6mg Ba-Salz/cm3), 0,2 ems Hcxose-Isomerase, 
500 y T.P.N. Beim Pfeil Zusatz von 0,04 em3 

MgS0,-, MnS0,- oder CoC1,-Losung. 
Endkonzentrationen: Mg++ 6.10-3-m., Mn++ 

und Co++ 0,5.10-3-m. 
Als Enzymlosung wurde die bis 45% Sattigung 
mit Amrnoniumsulfat ausfallendc, dialysierte 

Proteinfraktion beniit,zt. 
20 40 ffin. 
Fig. 9. 

Ordinate: Extinktion; 
Abszisse: Zeit in Min. 
Versuchsansatz siehe Text. 
Kurve A: Glucose-1-phosphat ohne 

Mg++-Zusatz. 
Kurve R: Glucose-1-phosphat. 
Kurve C: Fructose-1-phosphat ohne 

Mg++; beim Pfeil Zusatz 
von Mg+f. 

Hydrolyse yon Hexosediphosphat unter 
BiIdung von Ft.tlctose-6-phosphat. 
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b) Fraktionierung der Extrakte aus Acetontrockenpulver. Bei der Fritktionierung mit 
Ammoniumsulfat erhalt man zwischen 45% und 60% Sattigung eine Fraktion, die aus 
Fructose-1-phosphat nur sehr langsam Hcxose-6-phosphat bildet, welche dagegen Aldo- 
laseaktivitat zeigt. Setzt man eine Losung zu, welche durch kurzes Erwarmen der bei 
45% Sattigung ausfallenden Fraktion auf 65O erhalten wurde, so erhalt man eine starke 
Aktivieriing der Bildung von Hexose-6-phosphat. Es zeigt sich, dass clas im erhitzten 
Extrakt vorhandene, in der Ammoninmsulfatfallung zwischen 45% und 60% Sattigung 
aber fehlende Ferment eine Phosphatase ist, welche aus Fructosediphosphat den Phosphat- 
rest in Stellung 1 abspaltet. 

Herstellung der Losung van 1- Phosphofructaldolase: Acetontrockenpulver wird wie 
oben angegeben mit Veronalpuffer extrahicrt. Zuni Extrakt wird gesattigte Ammonium- 
sulfatlosung (pH 7,s) bis zu eincr Siittigung von 457" zugesetzt, die Fallung verworfen 
und zum Uberstehendcn weiter Ammoniumsulfat bis 60% Sattigung zugegeben. Der 
Niederschlag wird auszentrifugiert, in wenig 0,02-m. Na-Hvdrogencarbonat aufgenommen 
und 4 Std. gegen die gleiche Hydrogencarbonatlosung diaJysiert. 

Herstellung der Phosphataselosung: Der Extrakt wird mit gesattigter Ammonium- 
sulfatliisung bis zu einer Sattigung von 45% versetzt, der Niederschla,g auszentrifugiort'. 
in 0,02-m. Na-Hydrogencarbonat aufgenommen und wit: oben dialysiert. Die Losung 
wird mit Essigsaure auf pH 6 gebraeht, in einem Wasserbad von 85O bis .mf 65O erwarmt 
und dann rasch abgekiihlt. Der Eiweissnicderschlag wird auszentrifugiert und die iiber- 
stehende Losung verwendet. I n  dieser Losung sind folgende Fermente nicht mehr ent- 
halten: 1-Phosphofructaldolase, 1,6-Diphosphofrnctaldoiase, Triose-Isomerase, Baru- 
nowski-Ferment (Nachweis durch den optischen Test). 

Fig. 7 (gestrichelte Kurve C) zeigt einen Versuch mit der nach obiger Methode 
gereinigten Phosphatase. Versuchsansatz: (in der Quarzkiivette des Photometers) : 1 em3 
Veronalpuffer pH 8,1, 0,5 om3 Na-Hydrogencarbonat, 0.3 em3 Enzymlosung, 0,2 cm3 
Zwischenferment, 500 y T.P.N. Beim Pfeil wurden 0,4 cm3 Fructosediphosphatlijsung 
(F.D.P.) zugesetzt (hergestellt aus 1,6 mg Ba-Salz/cm3). 

c )  flachweis der Diphosphofructose-1 -phosphatase. Fiir diese Versuche w urde ent,- 
wedcr direkt die bis 4576 Sattigung ausfallende Fraktion oder die untcr h) beschriebene, 
durch Erwarmen gereinigte Losung verwendet. Die Spaltung des Hexosediphosphats kann 
optisch verfolgt werden, wenn man Hexose-Isomerase, Zwischenferment und T.P.N. zu- 
setzt. Die Phosphatase ist nur in Gegenwart von Magnesium, Cobalt oder Mangan wirksam. 
Im Versuch, der in Fig. 9 dargestellt ist, wurde die Reaktion durch Zugabe von Mg++ 
ausgelijst. Bei Verwendung dcs gereinigten Ferments tritt  ohne Hexosc-Isomerase keine 
Hydrierung des T.P.N. ein; dies beweist, dass das Hydrolyseprodukt Fructose-6-phos- 
phat ist. 

Die Hydrolyse des Hexosediphosphats wurde auch direkt durch Bestimmung des 
freigesetzten anorganischen Phosphats verfolgt. (In 40 Min. wurden z. B. bci p H  8,l 
und Ziminertemperatur (gleiche Bedingungen wie im optischen Test) am 1 ,uMol Hexose- 
diphosphat 0,93 ,uMol Phosphat abgespalten.) 

d) Rekombination won Aldolase und Phosphatase. Wir haben ein Enzymsystem aus 
den folgenden Komponenten aufgcbaut : Aldolaselijsung (unter b) beschrieben), Phospha- 
taselosung (unter b) beschrieben), kristallisierte Muskelaldolase (1,6-lXphosphofruct- 
aldolase), Triose-Isomerase, Hexose-Isomcrase, Zwischenferment, T.Y.N. Wenn der von 
Hers d3 Kusakal )  beschrittene Weg gangbar ist, so muss dieses System zur Bildung von 
Glucose-6-phosphat, also zur Reduktion des T.P.K., fiihren. Dies ist tatsiichlich der Fall 
(Fig. 10). Lasst man die Phosphataselosung weg, so findet, wie bereits erwahnt, nur eine 
geringc Bildung von Hexose-6-phosphat statt, die wahrseheinlich durch einen geringen 
Gehalt dcr Aldolaselosung an Phosphahase zu erklarcn ist. 

l) H .  G. Hers & 2'. Kusnka, IIe Congri-s international de biochimie, Pmis 1952, R& 
sum& des communications, 8.281. 
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e) Gleichgewicht zwischen Fructose-1- und -6-phosphat (2). Die freie Energie der Hy- 
drolyse der beiden Ester ist von Meyerhof & Green1) (Fructose-1-phosphat) und Meyerho] 
& Oesper2) (Fructose-6-phosphat) bestimmt worden. Daraus lasst sich die Lage des Gleieh- 
gewichts berechnen, das sich bei Vorhandensein einer Fructomutase einstellen miisste: 

Fructose-1-phosphat + H,O = Fructose + Phosphat, A F - - 2790 cal. 
Fructose-6-phosphat + H,O = Fructose + Phosphat, A F : - 3000 cal. 

Daraus folgt : 

Aus A F  = - 2,30. R.T. log k ergibt sich: 
Fructose-1-phosphat Fructose-6-pbosphat, A l? = + 210 cal. 

Fructose-6-phosphat k = -  ~ _ _  
Fructose-1-phosphat 

= 0,71. 

I 
l o  29 30 40 Mm. 

Fig. 10. 
Bildung von Hexose-6-phosphat 

aus Fructose-1-phosphat durch ein kombiniertes Enzymsystem. 
Abszisse: Zeit in Min. Ansatz: 1,0 em3 Veronalpuffer pH 8,1, 0,5 em3 1-proz. Na-Hy- 
drogencarbonat, 0,04 em3 Mg-Sulfat (vgl. Legende Pig. 9), 0,4 em3 Fructose-1-phosphat 
(aus 10 mg Ba-Salz/cm3), 0,2 em3 Zwischenferment, 500 y T.P.N., 0,05 em3 1,6-Diphospho- 
fructaldolase, 0,03 cm3 Triose-Isomerase, 0,2 em3 Hexose-Isomerase, 0,4 em3 Phosphatase- 
losung (Diphosphofructose-1 -phosphatase). Die Reaktion wurde durch Zugabe von 0,4 c1n3 

Aldolaselosung beim Pfcil ausgelost. 
vollsthndiger Ansatz ; o Vergleichsansatz ohne Phosphatase und die ubrigen Fermente, 

beim Pfeil I-Phosphofructaldolase zugesetzt. 

Wenn man Fructose-6-phosphat mit dem dialysierten Extrakt aus Acetontrocken- 
pulver inkubiert, so kann man keine Bildung von labilem Phosphat (Fructose-1-phosphat) 
feststellen (siehe Tab. 5). Der Versuchsansatz enthdt  1,0 em3 Enzym (5 Std. dialysiert), 
0,4 em3 Fructose-1- oder Fructose-6-phosphat, Fluorid. Gesamtvolumen 24 em3, In- 
kubation 30 Min. Durehfiihrung siehe unter la). 

Wie man ausTab. 6 ersieht, entsteht kein saurelabiles Phosphat. Es wird also aus dem 
Fructose-6-phosphat kein 1-Ester gebildet. 

0. Meyerhof & H .  Green, J. Biol. Chem. 178, 655 (1949). 
2, 0. Meyerho] & P.  Oesper, 5. Biol. Chem. 179, 1371 (1949). 
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Tabelle 6. 
Verhalten des Fructose-6-phosphats. 

I Fructose-6-phosphat . . 
Fructose-1-phosphat . . 

I Labiles und Zunahme des Anorg. Phosphat anorg. Phosphat labilen 

Wir inochten Herrn Dr. Th. Biicher, Hamburg, fur die Uberlassung der hoch- 
gereinigten Fermentpraparate (AIdolase, Buranowski-Ferment, Triose-Isomerase) unseren 
verbindlichen Dank sagen. Ebenso danken wir Herrn Dr. K. Wullenfels, Tutzing, aufs 
beste fur die freundliche Uberlnssung verschiedener Priiparate von Cnzymase und der 
Alkoholdehydrase. 

Z u s  a t  z b e i d e r K o  r r e k t u r . Versuche nach dem Abwhliiss dieser Arbeit 
zeigen, dass auch im Muskel zwei verschiedene Aldolasen vorhanden sind. Eine zum 
,,Myogen A" von Barunowskil) gehorende, kristallisierti: Fraktion spaltet nur Hexose- 
diphosphat2), wiihrend eine weitere Fraktion sowohl Fructose-1-phosphat I& auch Fructose- 
1,B-diphosphat angreift. 

SUNMARY. 

1. I n  liver extracts fructose-1-phosphatle is split into dihydroxg- 
acetone-phosphate and glyceric aldehyde by an enzyme (J-phospho- 
fructaldolase") which is different from cristalline inuscle aldolase 
(,,I., 6-diphosphofructaldolase"). The reaction is independent of Mg-I+- 
ions. (Most of the reactions described in this paper have been followed 
by optical tests using the reduci3oii of D.F.N. or the oxidation of 
(D.P.N.) H2.) 

2. Fructose-1-phosphate is not attacked by crist8alline' muscle 
aldolase under the conditions of the optical test. 

3 .  The protein solutions from liver containing l-phosphofruct- 
aldolase also act on hexose-diphosphate. We do not know whether 
the new aldolase is capable of splitting bol;h substrates or whether 
the breakdown of hexose-diphosphate is due to the presence of 1,6- 
diphosphofructaldolase in the enzyme solutions. 

4. I n  the presence of cozymase the primary split products 
undergo a dismutation into glyceric acid and a-glycerophosphate. 
Two enzymes depending on D.P.N. are responsible for this reaction: 
glyceraldehyde dehydrogenase and glycerophosphate dehydrogenase 
(enzyme of Baranowski). 

5. The equilibrium between fructose-1 -phosphate and its split 
products lies almost completely on the side of the fructose ester. 

l) 2. physiol. Ch. 260, 43 (1939). 
2, Vgl. 0. Meyerhof & L. V. Beck, J. Biol. Chem. 156, 109 (1944); J .  F .  Taylor, 

A. A. Green & G. T .  Cori, J. Biol. Chem. 173, 691 (1948) ; T .  Baranozvski & T .  R.  Nieder- 
irrnd, J. Biol. Chem. 180, 543 (1949). 
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The breakdown becomes appreciable only if the trioses are trapped 
by hydrazine or if they undergo further reactions, such as the above- 
mentioned dismutation. 

6. In  the presence of Mg++-ions fructose-1-phosphate is partly 
transformed into hexose-6-phosphate by a protein fraction from liver, 
first described by Cori and coworkers. We have been able t o  confirm 
the scheme of this reaction proposed by Hers & Kusaka:  splitting of 
fructose-1-phosphate into two 3-carbon chains, formation of glyceral- 
dehyde-phosphate from dihydroxyacetone-phosphate, condensation 
of the two triose-phosphates to form heuose-diphosphate, dephos- 
phorylation of the latter in position 1 by Dhe action of specific phos- 
phatase (diphosphofructose-1-phosphatase). 

7. The phosphatase has been obtained free from the other en- 
zymes. It has been definitely proved that the split product is fructose- 
6-phosphate. The activity of the phosphatase depends on the presence 
of Mg++, Mn++ or GO++.  

8. In  combining 1-phosphofructaldolase (free from phosphatase), 
phosphatase (free from aldolase), crystalline muscle aldolase, triose 
isomerase and hexose isomerase, we have obtained an enzyme system 
transforming fructose-1-phosphate into glucose-6-phosphate. 

Zurich, Physiologisch-chemisches Institut der Universitat. 

30. Recherches dans la s6rie des cyclitols XVI. 
Sur quelques cyclohexane-tBtrols- 1,2,3,4 

par Th. Posternak et H. Friedli. 
(15 XI1 52) 

Si dans la nature on rencontre assez frequemment des cyclo- 
hexane-hexols (inositols) et des cyclohexane-pentols (quercitols) on 
n’a signal6 jusqu’8 present qu’un seul cyclohexane-t6trol naturel, le 
betitol is016 de la mBlasse de sucre de betteravel). On a decrit par 
contre un certain nombre cle cyclohexane-t6trols synthktiques 011 

semi-synthetiques ; ajoutons que la configuration exacte de la plupart 
tie ces substances Btait inconnue. 

Nous nous sommes propose de preparer des cyclohexane-tdtrols 
de constitution et de configuration bien determin6es dans le but 
de procBder B diverses expbricnces biochimiques (etude de l’action 
vitaminiquc, oxydation par Acetobacter suboxydms,  etc.). Le present 
memoire concerne des cyclohexane-t6trols-1,2,3,4. Parmi les tBtrols 

E. w. Lipprnann, B. 34, 1159 (1901). 




