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Subzelluliire Verteilung yon Enzymen des Purinabbaues 
in pIlanzlichen Speicherorganen 

V on 

H, Ruis 
Aus der Lehrkanzel fiir Biochemie der Universit~t Wien 

(Eingegangen am 6. Juli 1971) 

Subcellular Distribution o] Enzymes oJ Purin Degradation in 
Storage Organs/tom Plants 

The distribution of urate oxidase (E.C. 1.7.3.3), allantoinase 
(E.C. 3.5.2.5), and allantoiease (E.C. 3.5.3.4) was investigated 
in subcellular fractions from potato tubers and from cotyledons 
of germinating seeds of pumpkins and peas. Urate oxidase and 
allantoinase were detected in all three plants, allantoicase only 
in potatoes. The isolation and characterization of glyoxysomes 
from pumpkin cotyledons and of per0xisomes from pea co ty-  
ledons is described. In  all three tissues a considerable part  of 
the urate oxidase activity was present in the peroxisomes, 
which contained also a significant part  of the allantoinase 
activity O f pea and pumpkin seeds. The rest of the enzyme 
activities was detected in the 10 O00g supernatant  of the 
differential centrifugation. 

Die Verteilung yon Uratoxidase (E.C. 1.7.3.3), Allantoinase 
(E.C. 3.5.2.5) und Allantoicase (E.C. 3.5,3.4) in subzellul/~ren 
Frakt ionen aus Kartoffelknollen und Kotyledonen yon keimen- 
den Kfirbis- und  Erbsensamen wurde untersucht. Uratoxidase 
und  Allantoinase wurden in allen drei Pflanzen nachgewiesen, 
Allantoiease nur  in Kartoffeln. Die Isolierung und Charakteri- 
sierung yon Glyoxysomen aus Kfirbiskotyledonen and  yon 
Peroxisomen aus Erbsenkotyledonen wird besehrieben. In  allen 
drei Zelltypen war ein gr613erer Tell der Uratoxidaseaktivit/~t in 
den Peroxisomen vorhanden. Diese enthielten auch einen 
signifikanten Tell der Allantoinaseaktivit/~t in Erbsen: und  
Kiirbissamen. Der I~est tier Enzymaktivi t~ten wurde im 
10 000 g-Uberstand der differentiellen Zentrifugation naeh- 
gewiesen. 

Es ist  seit 1/~ngerer Zeit bekannt ,  dab der Abbau  yon  Pur inen  fiber 
X a n t h i n  verl/~uft. Diese Verb indung k a n n  fiber Harnss  Al lan to ia  a n d  
Allantoins/~ure in  I Iarnstoff  nncl Glyoxyls/~ure fibergeffihrt werden, 
Harnstoff  k a n n  sehliel3lieh zu Kohlendioxyd a n d  Ammoniak  gespalten 
werden. Die genann t en  Schrit te werden durctt die Enzyme  Xan th in -  
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oxidase, Uratoxidase, Allantoinase, Allantoicase un4 Urease katalysiert. 
0ffenbar beding$ 4ureh des Fehlen eines Tells dieser Enzyme verls 
der Purinabbau in den meisten Organismen nur bis zu einer der ange- 
ffihrten Zwischenstufen (so wird z. ]3. in Primaten Harns/s ausge- 
sehieden). 

Die vorliegende Arbeit soll sich mit drei der genannten Enzyme, 
n/~mlich mit Uratoxidase, Allantoinase und Allantoicase in h6heren 
Pflanzen beseh/iftigen. Pflanzliehe Uratoxidase wurde erstmals in Soja- 
bohnen nachgewiesen x und scheint relativ weit verbreitet zu sein 2. Dies 
gilt aueh ffir Allantoinase, w/~hrend Allantoiease bisher nur in wenigen 
Pflanzen nachgewiesen werden konnte 8. 

Uber die subzellul/~re Verteilung der genannten Enzyme war bis vor 
kurzem nur wenig bekannt. Erst in den letzten Jahren korm~e gezeigt~ 
werden, daft Uratoxidase in tierisehen l%roxisomen 4 und in bestimmten 
pflanzliehen l%roxisomenarten wie Glyoxysomen und wahrschein]ieh auch 
in Blattperoxisomen lokalisiert ist % Auch Allantoinase wurde in diesen Ze]l- 
organellen gefunden 2, 5, 6, jedoch ist die Zuordnung dieses Enzyms zu 
Peroxisomen nieht so eindeui~ig wie im Falle der Uratoxidase, da hohe 
Aktivitaten auch in anderen Zellfraktionen naehgewiesen wurden. In vielen 
F/~llen scheint des Enzym nur in der ]6sliehen Fraktion auf. Uber die sub- 
zelhflare Lokalisation der Al]antoicase scheint bisher nichts genaueres 
bekannt zu sein. 

Es ist durch elektronenmikroskopische Untersuchungen gezeigt 
worden, dab Peroxisomen bzw. ihr morphologisehes ~quivalent, die 
,,mierobodies", in fast allen pflanzlichen Zelltypen vorkommen. Bio- 
chemiseh charakterisiert waren bis vor kurzem allerdings nur Glyoxy- 
somen aus keimenden fe%h~ltigen Semen und Peroxisomen aus grfinen 
B1/~ttern. In  letzter Zeit gelang es, eine weitere Peroxisomenart aus 
Kartoffelknollen zu isolieren, die sich in ihren biochemischen Eigen- 
schaften yon den bisher bekannten pflanzlichen Peroxisomen unter- 
scheidet 7. In der vorliegenden Arbeit wird nun des Problem aufgeworfen, 
wie wei~ Enzyme des Purinstoffwechsels in pflanzlichen Peroxisomen 
verbreitet sind. Vergleiehende Untersuehungen fiber die Lokahsierung 
solcher Enzyme in Glyoxysomen aus Kfirbis (Cucurbita pepo), in 
Kartoffelperoxisomen und in den bisher ebenfalls nicht charakterisierten 
Peroxisomen aus Erbsensamen sollen diese Frage zumindest zum Teil 
beantworten. Ein soleher Vergleich dient nicht nur tier Charakterisierung 
tier genannten Peroxisomenarten, sondern ist aueh yon entwicldungs- 
gesehiehthehem Interesse. 

M a t e r i a l i e n  u n d  M e t h o d e n  

Materialien. Die als Substrate verwendeSen Verbindungen Harns/~ure, 
Allantoin und Allan~oins~ure wurden yon Sigma (St. Louis, USA) bezogen. 
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Bei  a l len a n d e r e n  Chemika l i en  w u r d e  der  h 6 c h s t e  kauf l i ch  erh/~ltliehe 
R e i n h e i t s g r a d  ve rwende t .  

Isolierung der subzellul~ren Fraktionen. Als A u s g a n g s m a t e r i a l i e n  zu r  
P r e p a r a t i o n  der  subze l lu la ren  F r a k t i o n e n  w u r d e n  Kar to f fe lkno l l en  (Sola- 
n u m  t u b e r o s u m ) ,  E r bs en -  (P i sum s a t i v u m )  u n d  Kf i rb i s s amen  (Cureu rb i t a  
pepo)  v e r w e n d e t .  Die K a r t o f f e l n  w u r d e n  vo r  der  W e i t e r v e r a r b e i t u n g  ge- 
seh~lt ,  E I ' b s e n s a m e n  w u r d e n  6 Tage.  K / h ' b i s s a m e n  5 Tage  im D u n k e l n  bei 
25 ~ angeke imt .  Bei  be iden  S a m e n a r t e n  w u r d e n  die Zel lorganel len  aus  den  
Ko~y ledonen  isoliert .  ] )as  P f l a n z e n m a t e r i a l  (N0 bis  200 g) w u r d e m i ~  destil l .  
W a s s e r  gewasehen  u n d  ansch]iel3end bei  2 ~ mit~ der  d o p p e l t e n  Meng  e eines 
Med iums  ve r se tz t ,  das  aus  0 , 4 M  Saceharose ,  0 , 1 6 5 M  Tr ic in  (pH 7,5), 
10 -2 M KC1, 10 -2 M MgC12, 10 -3 M ~ D T A .  10 -2 M D i t h i o t h r e i t  u n d  0 ,2% 
R i n d e r s e r u m a l b u m i n  b e s t a n d .  Alle fo lgenden  Schr i t t e  w u r d e n  ebenfa l ls  bei  
2 ~ durchgef / ih r t .  Das  Ze l lmate r ia l  wurde  5 bis 10 Min.  m i t  e inem Zwiebel-  
schne ider  ze rk le iner t  u n d  anschliel3end d u r e h  Mi rae lo th  f i l t r ier t .  Die  dabe i  
e rha l~enen Homogena~e  w u r d e n  n u n  emer  differen~iellen Z e n t r i f u g a t i o n  
un t e rwor f en .  Zun&ehst  w u r d e  10 Min .  bei 280 g zen t r i fug ie r t  u n d  de r  Nieder -  
sehlag  verworfen .  D a n n  wurde  eine a u c h  Pe r ox i somen  e n t h a l t e n d e  l~oh- 
m i t o c h o n d r i e n f r a k t i o n  d u r e h  15 Min. Zen t r i fug ie ren  bei  N0 00O g e rha l t en .  
De r  U b e r s t a n d  dieser  Z e n t r i f u g a t i o n  en th i e l t  16sliche P ro t e ine  u n d  Mikro-  
semen. 

Zur Trennung der in der l~oIgni~ochondrienfraktion enthaltenen Kom- 
loonenten wurde diese in e~wa 2 ml Iso]ierungsmedium suspendiert und auf 
]ineare Saccharosegradienten. hergestell~ aus je 13 ml 60% und 35% Saccha- 
rose in 10 -2 M Tricin, i0 -3 M ~i_DTA (pH 7,5), aufgetragen und in einem 
Beckman SW 25.1-1~otor 4h bei 25 000Upm zentrifugiert. Darm wurden 
entweder die sichtbaren Banden mit Hilfe einer Injektionsspritze mit recht- 
winkelig umgebogener Nadel aus dem Gradienten isoliert oder die Gradienten 
wurden nach Ansteehen des I~6hrchenbodens in l-m]-Fraktionen getei]t. Die 
Fraktionen wurden auf ffir die einzelnen Organel]en charakteristische Leit- 
enzyme gepriif~; zusammengeh6rige Fraktionen wurden dann vereinig~. 

Enzymal~tivit~tsbestimmungen. Alle s p e k t r a l p h o t o m e t r i s c h e n  Messungen  
w u r d e n  mi~ e inem Gil ford 240 S p e k t r a l p h o t o m e t e r  in  3 -ml -Kf ive t t en  ausge-  
ff ihrt .  Die I n k u b a t i o n s t e m p .  bei  den  Ak~iv i t /~ t sbes t immungen  wa r  25 ~ 
Alle E n z y m a k t i v i t ~ t e n  w e r d e n  als ~Mol umgesetz~es  Subs~ra t  oder  gebi lde tes  
P r o d u k t  p ro  Min. (U) angegeben .  

Uratoxidase. Die Akt ivi t /~t  wurde  in 5 �9 10 .2  M B o r a t p u f f e r  ( p i t  9,0) m i t  
6,6 �9 10 .5 M I-Iarnsgure bei  293 a m  gemessen.  

Allantoinase und Allantoicase. Z ur  B e s t i m m u n g  de r  Akt iv i t&t  dieser  bei- 
den  E n z y m e  w u r d e n  m i t  5 �9 10 .3  M A l l a n t o i n  bzw.  A l l an to in sgu re  in 0,1 M 
P h o s p h a t p u f f e r  (pI-I7,5), G e s a m t v o l u m e n  l ml,  15Min .  i nkub ie r t .  An-  
sehliel?end w u r d e n  die P r o d u k t e ,  Allantoins/~ure bzw.  Glyoxylsgure ,  m i t  
Hilfe  de r  d i f fe rent ie l len  G l y o x y l a t a n a l y s e  n a e h  Trijbels u n d  Vogels s be- 
s t imrn t .  

Katalase (E.C. 1.11.1.6). Die  A k t i v i t / i t  wurde  s p e k t r a l p h o t o m e t r i s e h  bei  
e iner  Wellenl/~nge y o n  240 n m  gemessen  ~. 

Isocitratlyase (E.C. 4.1.3.1). Die  A k t i v i t ~ t  w u r d e  d u t c h  B e s t i m m u n g  des 
gebildeten Glyoxylats als Phenylhydrazon im Spektralphotometer (324 nm) 
gemessen  10. 

Malatsynthase (E.C. 4.1.3.2). Die  B e s ~ i m m u n g  erfolgte  d u t c h  eine 
Mod i f ika t i on  der  Me t hode  y o n  Cool)er und Beevers ~~ Die I n k u b a t i o n e n  



1108 H. Ruis : 

wurden in 6,5. 10 -2 M Tris-HC1-Puffer (pI-I 8,0) mit 1 ,8 -10-4M Acetyl- 
Coenzym A, 2,0. 10 -2M Natriumglyoxylat, 8,0. 10 -3M MgC12 und 
1,5 �9 10 -4 M 5,51-Dithiobis-(2-nitrobenz0es~ure) durchgefiihrt. Die Aktivitat 
wurde bei 412 nm gemessen. 

Glylcolatoxidase (E.C. 1.1.3.1). Die Aktivitat des Enzyms wurde durch 
spektra]photometrische Messung der Bildung yon Glyoxylatphenylhydrazon 
(324 nm) bestimmt n. 

Fumarase (E.C. 4.2.1.2). Es wurde die Bildung yon Fumarat  aus 
L-Malat bei 240 nm gemessen i0. 

Proteinbestimmung. Proteinkonzen~rationen wurden nach der Me~hode 
yon Lowry et al. 1s bestimmt. 

E r g e b n i s s e  

Die verwendeten Pflanzenmaterial ien wurden zunachst  auf ihren 
Gehalt  an E n z y m e n  des Pur inabbaus  untersueht  (Tub. 1). 

Tabelle 1. A k t i v i t a t e n  y o n  P u r i n s t o f f w e c h s e l e n z y m e n  in H o m o -  
g e n a t e n  aus  K a r t o f f e l n ,  Kf i rb is -  u n d  E r b s e n k o t y l e d o n e n  

(in Enzymeinheiten pro 100 g Zellmaterial) 

Kartoffel Kfirbis Erbsen 

Uratoxidase 0,24 1,06 1,43 
Allan~oinase 0,13 0,41 0,21 
Allantoicase O, i 0 O,O0 O,O0 

W/~hrend Uratoxidase und Allantoinase in allen drei Pflanzen vor- 
handen waren, konnte Allantoicase nur in Kartoffeln nachgewiesen 
werden. 

Nun sollte die subze]lul~re Lokalisation der Enzyme bestimmt wer- 
den. Da diese in einigen bisher untersuchten Fi~llen zumindest  zum Teil 
in den Peroxisomen gefunden wurden , war zunachst  eine Isolierung und  
Charakterisierung dieser Ze]lorganellen notwendig. Peroxisomen aus 
Kartoffeln wurden vor kurzem erstmals isoliert 7. Die bier zur Prapara-  
t ion dieser Organellen verwendeten Methoden sind im wesent]iehen mit  
den bereits besehriebenen identisch. Glyoxysomen aus Kiirbiskotyledonen 
sedimentieren bei der differentiellen Zentrifugation mit  den Mitochon- 
drien, wie dies auch fiir Glyoxysomen aus anderen Pflanzen gefunden 
worden ist. Dies wurde mit  Hilfe y o n  zwei Lei tenzymen festgestellt. 
31% der Aktiviti~t der fiir alle Peroxisomenarten charakterist ischen 
Katalase  (Gesamtakt ivi ta t  330 000 U/100 g Keimbl~tter) wurden in der 
Rohmitochondr ienffakt ion  nachgewiesen. Der Rest  der Aktiviti~t war 
im (~lberstand dieser Frak t ion  zu linden. Der gleiche Prozentsatz,  31 ~o 
der Aktiviti~t der Isocitrat lyase (Gesamtaktivi tat  17 U/100g),  eines 
Glyoxysomenenzyms,  wurde in derselben Part ikelfrakt ion naehgewiese n. 
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Wie4er war ein etwas grSBerer Teil der Aktiwits im [)berstand zu 
finden. [m Falle der Isoeitratlyase scheint Mlerd/ngs die Ausbeute an 
partikelgebundenem Enzym sehr stark yon den Isolierungsbedingungen 
abzuMngen, besonders won der Zusammensetzung des Isolierungs- 
mediums. Beim Weglassen yon I~inderserumMbumin aus diesem Medium 
ist ngmlich praktisch die gesamte Isocitrattyaseaktivit~t in der 16slichen 
Fraktion zu linden. 

Durch isopyknische Dichtegradientenzentrifugation auf einem 
Saeeharosegra4ienten kann nun die ~ohmitochondrienfraktion welter 
aufgetrennt werden, wobei zwei Organellenfraktionen erhalten werden. 
Die Organellen mit einer Dichte won 1,19 wurden mit gilfe yon Fmnarase 
als Leitenzvm als Mitochondrien identifiziert. Die zweite Fraktion wies 
eine Diehte yon 1,25 auf. Fo]gende Peroxisomen- bzw. Glyoxysomen- 
enzyme wurden in ihr naehgewiesen: K~talase (spezif. Aktivitat 
10 200 U/mg Protein) ,  Glykolatoxidase (0,007 U/mg), Isocitratlyase 
(0,53 U/rag) und Malatsynthase (2,10 U/rag). A]le diese Enzyme zeigten 
bei einer Auffraktionierung des Gradienten die gleiehe Verteilung mit 
einem Maximum in der Glyoxysomenfrgktion. Sonst waren die Enzyme 
nur mit wesentlich geringerer Aktiwit~t im Gradientenfiberstand naeh- 
weisbar. 

Bei der Isolierung yon Peroxisomen aus Erbsenkotyledonen ergab 
sieh insofern eine Sehwierigkeit, als in diesem Fall eine dureh Zentri- 
fugation bei 10 000 g erhaltene Partikelfraktion zum grSgten Teil aus 
Material besteht, das im isopyknisehen Saeeharosegradienten bei einer 
Dichte yon etwa 1,27 sedimentiert. Diese Fmktion, die noeh nicht ein- 
deutig identifiziert wurde, besteht m6glicherweise aus in ProteinkSrpern 
(Aleuronk5rnern) lokalisierten Speicherproteinen. Ein grSgerer Tell 
dieses Materials kann won der t~ohmitochondrieniraktion abgetrennt 
werden, wenn bei der differentiellen Zentrilugation zungehst 7 Min. bei 
1000g zentrifugiert wird. Bei einer Auftrennung des anseh]iegend 
erhMtenen 10 000 g-Niederschlags fiber einen linearen isopyknischen 
Saeeharosegradienten won 35 bis 60% Saecharose k6nnen jedoeh Peroxi- 
somen (Dichte 1,25) noeh immer nieht vollstgndig yon den rest]ieher~ 
Proteink6rpern getrennt werden. Dies war erst bei Verwendung tines 
flaeheren linearen Gradienten (50 bis 60% Saecharose) m5glieh. In der 
auf diese Weise erhMtenen Peroxisomenfraktiort ist zwar Katalase vor- 
handen, nicht aber Isocitratlyase. 57% der gesamten Katalaseaktivit~t 
(117 000 U/100 g Keimbl/~tter) wurden im i0 000 g-Niedersehlag gefun- 
den. 75% der Aktivit~t der Gradientercfraktioner~ waren in den Peroxi- 
somen lokalisiert. 

Die Untersuchungen fiber die Verteilung der drei Enzyme des 
Purinabbaus ergaben folgende Resultate: In Kartoifeln konnte sowohl 
Atlantoinase als aueh Allantoiease nur im ~Jberstand der gohmito- 
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chondrienfraktion naehgewiesen werden. Die Verteilung der Uratoxidase 
fiber die verschiedenen subzellul/~ren Fraktionen ist schon f r i iher  im 
Detail un~ersucht worden 7. Unter  den in der vorliegenden Arbeit ver- 
wendeten Bedingungen wurden t 0 %  des Enzyms in der Rohmito- 
ehondrienfraktion gefunden, 60% im 1)berstand. 59% des partikel- 
gebundenen Enzyms konnten in der Peroxisomenfraktion nachgewiesen 
werden, der lgest der Aktivit/it ist fiber einen gr6Beren Tell des Gradien- 
ten verteilt  und ist m6glicherweise mit  Peroxisomerffragmenten assoziiert. 

Tabelle 2. U r a t o x i d a s e -  und  A l l a n t o i n a s e a k t i v i t / ~ t  in sub- 
z e l l u l g r e n  F r a k t i o n e n  aus  K f i r b i s k o t y l e d o n e n  

(aus 100 g Keimbl/ittern) 

Uratoxid~se Allantoinase 
(mU) (mU) 

10 000 g-Niederschlag 290 40 
!0 000 g-Ubers~and 810 370 
Mitochondrien 60 9 
Glyoxysomen 220 26 

Die Verh/tltnisse in Kfirbiskotyledonen werden durch die in Tub. 2 
zusammengefaBten Ergebnisse illustriert. Sowohl Uratoxidase Ms aueh 
Allantoinase wurden zum iiberwiegenden Tell im Uberstan4 der Roh- 
mitochondrienfraktion gefunden. Nur 26% der Uratoxidase und 10% 
der Allantoinase befanden sich im 10 000 g-Niedersehlag. In  beiden 
F/illen hingegen war der gr6Bte Tell der partikelgebundenen Aktiviti~t in 
der Glyoxysomenfraktion lokMisiert. Allantoicase konnte in keiner der 
Fraktionen nachgewiesen werden. 

Tabelle 3. U r a t o x i d a s e -  und  A l l a n t o i n a s e a k t i v i t / ~ t  in sub- 
z e l l u l g r e n  F r a k t i o n e n  aus  E r b s e n k o t y l e d o n e n  

(aus 100 g Keimb1~ttern) 

Uratoxidase Allantoinase 
(mU) (mU) 

10 000 g-Niederschlag 860 117 
10 000 g-lJberstand 570 132 
Mitochondrien 21 8 
l)eroxisomen 235 40 
,,Proteink6rper" 10 0 

Tab. 3 gibt die Ergebnisse der Untersuchungen fiber die Verteilung 
der Purinstoffwechselenzyme in Erbsenkeimbli~ttern wieder. Hier wurden 
h6here Anteile der Uratoxidase und Allantoinase in der Partikelfraktion 
gefunden, niimlich 60% der Uratoxidase und 47% der Allantoinase. In  
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beiden Fallen ist die in den Gradientenfraktionen wiedergefundene 
Aktivitat im Vergleich zu der Aktivitat in der Rohpartikelfraktion 
ziemlieh niedrig. Da der Rest der Aktivitaten aber auch in allen anderen 
Teilen des Gradienten nicht nachgewiesen werden konnte, kaan man 
schlieBen, daI~ die beiden Enzyme nnter den Bedingungen der Gradienten- 
zentrifugation einen relativ starken Aktivits erleiden. Bei beiden 
Enzymen wurde der grSBte Teil tier in den Gradientenfraktionen nach- 
gewiesenen Aktivitgt in tier Peroxisomenfraktion gefunden. Wie bei 
Kfirbissamen konnte aueh hier Allantoiease in keiner der Fraktionen 
naehgewiesen werden. 

D i s k u s s i o n  

Es war der Hauptzweek der vorliegenden Arbeit, Informationen 
fiber die intrazellul~re Verteilung yon Enzymen des Purinabbaus zu 
]iefern. Dazu war zun~ichst die Charakterisierung derjenigen Zell- 
organellen notwendig, yon denen vermutet wurde, dal~ sie diese Enzyme 
enthalten kSnnten. Es wurden daher neben den sehon friiher besehrie- 
benert Kartoffelperoxisomen 7 die bisher nieht bskannten Peroxisomen 
arts Xiirbis- and Erbsenkotyledonen isoliert. Einige charakteris~isehe 
Eigensehaften dieser subze]lul/~ren Partikel wurden festgestellt. Beide 
Peroxisomenarten besitzen eine Diehte yon 1,25 im isopyknisehen Sac- 
charosegradientsn, beide enthalten einen relativ groBen Teil der Katalase 
des Zellmaterials. In beiden Fallen konnte auch das Vorhandensein yon 
H202-produzierenden Oxidasen naehgewiesen werden. Die Organellen 
aus Kfirbis enthalten Glykolatoxidase und Uratoxidase, in den Erbsen- 
peroxisomen ist ebenfalls Uratoxidase vorhanden. Zusatzlich konnte 
jedoch bei den Organellen aus Kfirbiskotyledonen gezeigt werden, daI] 
sie die beiden Schlfisselenzyme des Glyoxylatcyelus, Isocitratlyase und 
Malatsynthase, enthalten, wodureh sie als Glyoxysomen zu klassifizieren 
sind. in  den Erbsenperoxisomen konnten solche Enzyme his jetzt nieht 
nachgewiesen Werden, wie ja auch Erbsensamen im Vergleieh zu Kiirbis- 
samen wesentlieh fettarmer sind und deshalb in ihnen die Gluc0neogenese 
aus Fetten keine zentrale Bedeutung besitzt. Diese Organellen mfissen 
zweifellos noeh n~ther eharakterisiert werden, es scheint aber, dab sie in 
ihren Eigensehaften eher den Peroxisomen aus Ksrtoffeln analQg sind als 
den Glyoxysomen. Wahrend der Drueklegung ist es gelungen, Malat- 
synthase in Erbsenperoxisomen nachzuweisen. Obwohl ein Nachweis 
yon Isoeitratlyase in den Organellen noch immer nicht m6glich war, 
macht es der Befund sehr wahrscheinlieh, daI~ diese Peroxisomen als 
Glyoxysomen zu klassifizieren sind. 

Bei tier Verteilung der Enzyme des Purinabbans auf die verschie- 
denen subzellularen Fraktionen zeigten sieh groi3e Unterschiede. In 
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Erbsen wurden grebe Teile der Aktivitgt yon Uratoxidase un4 Allantoi- 
nase in der Rohmitocho~drienfraktion und 4avon wieder der gr6Bte Teil 
in den Peroxisomen gefmlde~. In  Kfirbiskotyledonen war der Prozentsatz 
der partikelgebundenen Aktivi~/~en wesentlich niedriger. In  Kar~offeln 
wieder wurde zwar ein grebes Tell der Uratoxidase in den Peroxisomen 
nachgewiesen, Allantoinase und Allantoicase hingegen, waren nur in der 
16slichen Fraktion zu linden. 

Es erhebt sich nnn die Frage, ob un4 wieweit diese in iso!ierten sub- 
zellul/~ren Frak~ionen gefundenen Aktivit/~ten die tats/ichliche intra- 
zellul/~re Verteilung der Enzyme wiederspiegeln. Die Lokalisation zu- 
mindest eines Tells der Purinstoffwechselenzyme in den Peroxisomen 
seheint anBer Zweifel zn stehen.  Zu dem in der 15sliehen Fraktion 
gefundenen Anteil muB festgestellt werden, dab zweifellos bei der Isolie- 
rung ein grSBerer Teil tier sehr labilen Organellen zerst6rt wird. Es wurde 
ja auch ein groBer Tell der Katalaseaktivit/it in der 16sliehen Fraktion 
gefunden, obwohl dieses Enzym wahrseheinlich aussehlieBlich in den 
Peroxisomen lokalisiert ist. AuBerdem ist sehon in anderen FMlen gezeigt 
worden, dab bestimmte Enzyme aus Peroxisomen selektiv solnbilisiert 
werden k6nnen. So wnrden z. B. in dieser Arbeit 31% eines Glyoxy- 
somenenzyms, tier Isoeitratlyase, in der Rohmitochondrienfraktion 
gefunden. Bei einer relativ kleinen Modifikation des Isolierungsmediums 
sinkt der partikelgebundene Anteil aaf Null. Ein solehes Verhalten ist 
eigentlieh sehwer zu verstehen, wenn man bedenkt, daf~ es aueh bei 
Peroxisomenarten gefuaden wird, die in ihrem Inn.ern keine ira Elek- 
tronenmikroskop erkennbaren Unterstrukturen besitzen. Diese Organel- 
len miissen also eine raumliche Ordnnng aufweisen, die mit derart igen 
Methoden nicht zn erkenaen ist. Auf Grund dieser Eigensehaft tier 
Peroxisomen besteht durchaus die allerdings noch unbewiesene M6glieh- 
keit, dab alle untersuchten Enzyme des Purinabbaus in r ive  vollst~ndig 
in den Organellen lokalisiert sin& Leider ist es wegen der groBen Labilit/~t 
der Peroxisomen bis jetzt  nicht mSglieh gewesen, Isolierungsbedingungen 
zu linden, unter denen diese Organellen intakt erhalten werden kSnnen. 
Mit einiger Sicherheit kann aber eine grebe Rolls der Peroxisomen im 
Stoffweehsel yon Purinen postuliert werden. 

In diesem Zusammenhang erhebt sieh die Frage nach tier bioehemi- 
sehen Funktion jener pflanzliehen Peroxisomen, far die zum Unterschied 
yon Glyoxysomen und Bla~tperoxisomen bisher noch keine zentrale 
Stoffwechselfunktion gefunden wurde. Der einzige Stoffwechselweg, der 
in diesen und auch in verschiedenen tierischen Peroxisomen gefunden 
wurde, ist der Purinabbau. Zumindest ein Enzym dieses Wegs, Urat- 
oxidase, wurde in fast allen bisher charakterisierten Peroxisomenarten 
naehgewiesen. Dieses E~zym wird hgufig yon Allantoinase begleitet, wie 
anch in der vorliegenden Arbeit gezeigt wurde. Da auch Xanthin- 
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dehydrogenase, die in V6geln die Funktion der Xanthinoxidase iiber- 
nimmt,  in Peroxisomen aus der Leber und den Nieren yon Hiihnern 
nachgewiesen worden ist 1~, sil~d vie]leicht die Enzyme dieses Stoff- 
~vechselwegs konsti tut iv ir~ allen Peroxisomen vorhanden, wahrend z. B. 
Glyoxylatcyctus und Glycolatstoffwechsel nur in den Peroxisomen yon 
bestimmten spezialisiertert Ze]ltypen induziert  werden. 

Wie sch0n de D u v e  la festgestellt hat,  ist es sehr auffallig, dab Glyoxylat  
aa  allen clrei bisher:in Peroxisomen nachgewiesen6n Stoffwechselwegen 
beteiligt ist, n/imlich am Glyoxylatcyclus, am Glyk01atweg u n d  am 
Purinabb~u. Nach den Vorstellungen dieses Autors enthielt eine ent- 
wicklungsgeschichtlich /iltere Form der Peroxisomen eine Reihe yon 
Stoffwechselwegen, an denen Glyoxylat  gewissermaBen als Drehscheibe 
beteiligt war.  Heute sind in verschiedenen differenzierten Zell~ypen nur 
mehr Teile dieses Systems verwirk]icht. ])as in 4ieser Arbeit gezeigte 
Vorkommen yon Purinstoffwechselenzymen in verschiedenen Arten yon 
pflanzlichen Peroxisomen steht im Einklang n i t  dieser Theorie. 

Die vorliegende Arbeit wurde yon der Ludwig Boltzmann-Gesellschaft, 
Wien, in dankenswerter Weise unterstfitzt. Herrn Prof. Dr. O. H o f f m a n n :  

Os tenho f  danke ich fiir hilfreiehe Diskussionen und ftir die Durehsicht 
des Manuskripts. 
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