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Wirkungsmechanismus von Thiaminpyrophosphat 
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Physiologisch-Chernisches Institut der Universitat Freiburg im Breisgau 

Nach der  lnkubation von 2-'4C-Pyruvat mit gereinigter Pyruvat-Decarboxylase konnte durch Papier- 
und lonenaustausch-Chromatographie ein "C-markiertes Derivat von Thiaminpyrophosphat (T'PP) 
isoliert werden. Die Substanz wurde als 2-(a-Hydroxyathy1)-TPP identifiziert. Dies steht im Einklang mit 
einem fruheren Vonchlag von Breslow fur die Struktur des ,.aktiven Acetaldehyds". Neben 2-(a- 
Hydroxyathy1)-TPP konnte eine Verbindung von Pyruvat rnit TPP gefaBt werden, die wahrscheinlich 
2-(a-Hydroxy-a-carboxyathy1)-thiaminpyrop hosphat ist. Diese Substanz kann in Analogie zum ,,aktiven 
Acetaldehyd" als ,.aktives Pyruvat" bezeichnet werden. Sie ist bei der  Pyruvatdecarboxylierung die 
Vorstufe von 2-(a-Hydroxyathy1)-TPP. Auch bei d e r  Oxydation von Pyruvat zu Acetyl-Coenzym A mit 
Pyruvat-Oxydase konnte 2-(a-Hyd roxyathy1)-TPP als Zwischenprodu kt gefaBt werden. Neuere An- 
schauungen zum Mechanismus d e r  oxydativen Decarboxylierung von Pyruvat zu Acetyl-Coenzym 
A werden diskutiert. Der von Racker als Zwischenprodukt d e r  TPP-abhangigen Transketolase-Reak- 
tion postulierte ,,aktive Glycolaldehyd" konnte aus Ansatzen von Transketolase mit "C-Fructose-6- 
phosphat gefaBt werden. Er wurde dadurch charakterisiert, daB er bei d e r  lnkubation rnit freiem 

Glykolaldehyd und Transketolase Erythrulose liefert. 

1. Einleitung 

1932 zeigte E. Auhagenl), daB fur die 1911 von C. Neu- 
berg2) in Hefeextrakten entdeckte Decarboxylierung von 
Pyruvat zu Acetaldehyd ein kochbestandiges Coenzym not- 
wendig ist. 1937 isolierten K. Lohmann und Ph.  Schusters) 
die ,,Cocarboxylase" und identifizierten sie als Pyrophos- 
phorsaureester des Vitamins B,, d. h. als Thiaminpyrophos- 
phat (TPP). 
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Thiamlnpyrophosphat (TPP)  

uber den Mechanismus der Beteiligung von TPP an De- 
carboxylierungsreaktionen gibt es eine Reihe von Theorien. 
W. Lungenbeck') nimmt an, daB die Aminogruppe des 
Pyrimidinteils rnit der a-YetosBure intermediar eine Schiff- 
sche Base bildet. P. Yarrer und M. Viscontinis~e) diskutie- 
ren eine Addition der a-Ketosaure a n  die nach hydrolyti- 
scher offnung des Thiazolringes zwischen den Atomen 1 
und 2 entstehende SH-Gruppe. L. J. Reed') zieht den 
quaternaren Stickstoff des Thiazolteiles als Bindungsstelle 
in Betracht, wahrend K. Wiesner und Z. Valenta*) sowie 
R. Breslow9) in seinen ersten Arbeiten eine Ylidstruktur 

*) Nach Vortrtigen am 26. Ma1 1961 in Miinchen (Siiddeutsche Che- 
miedozenten-Tagung) und a m  23. Juni 1961 beim Joint Biochemi- 
s t ry  and Virology Seminar in Berkeley, University of California 
(USA). 

1) E. Auhagen, Hoppe-Seyler's 2. physiol. Chem. 204, 149 [1932]; 
209, 20 [1932]. 

*) C. Neuberg u. L. Karczag, Blochem. Z .  37, 170 [191 I ] .  
8 )  K. Lohmann u. Ph. Schuster, Blochem. Z. 294, 188 [1937]. 
') W .  Langenbeck in:  Ergebnlsse der Enzymforschung, Herausgeber : 

F. F .  Nord u. R. Weidenhagen, Akadem. Verlagsgesellschaft mbH., 
Leipzig, 1933, Bd. 11, S. 314. 

6)  P .  Karrer u. M. Viscontini, Heiv. chim. Acta 29, 711 [1946]. 
a) P .  Karrer, Bull. SOC. chim. France 149 [1947]. 
') L. J .  Reed, Physiol. Revs. 33,544 [1953]. 
8 ,  K .  Wiesner u. Z .  Vulentn, Experlentia 72, 190 [1956]. 

R. Breslow, Chem. and  Ind. 7956, R28. 

zwischen der Methylengruppe, welche die beiden Ringe 
verbindet und dem N-Atom 3 des Thiazolringes als Reak- 
tionsort diskutieren. Die jiingste, auf Modellversuche mit 
Thiamin begriindete Theorie, stammt von R. BreslowlO.ll) 
(vgl. auch12)). Er nimmt als lntermediarprodukt der 
Pyruvatdecarboxylierung einen am C-Atom 2 des Thiazol- 
ringes addierten Acetaldehyd an. L. 0. Krampitz und Mit- 
arbeiterls) synthetisierten die phosphatfreie Verbindung, 
2-(a-Hydroxyathyl)-thiamin, und zeigten, daB diese Sub- 
stanz im mikrobiologischen Test Vitamin-B,-Wirksamkeit 
hat 13), da6 sie im nicht-enzymatischen Modellsystem von 
S. Mizuhara und P. Handler14) nach Zusatz von Acetal- 
dehyd Acetoin liefert's) und dab sie nach Inkubation rnit 
ATP-liefernden und Thiaminpyrophosphokinase enthal- 
tenden Hefepraparaten ah Coenzym ftir die Decarboxylie- 
rung von Pyruvat dientls). 

I I .  ,,Aktiver Acetaldehyd" und ,,aktives Pyruvat" als 
Zwischenprodukte der enzymatischen 

Pyruvatdecarboxylierung 

Auf Grund der Modellversuche von R. Breslow sowie von 
L. 0. Krarnpitr und Mitarbeitern war im 2-(a-Hydroxy- 
athy1)-TPP das seit langem unter der Bezeichnung ,,akti- 
ver Acetaldehyd" postulierte Zwischenprodukt der Pyru- 
vatdecarboxylierung zu vermuten. Wir konnten diese Ver- 
bindung als Zwischenprodukt enzymatischer, TPP-ab- 
hangiger Reaktionen beweisen. Dariiber hinaus gelang es 
uns, als Vorstufe des ,,aktiven Acetaldehyds" eine Verbin- 
dung von Pyruvat mit TPP zu fassen, fur die wir die Be- 

lo) R. Breslow, Chem. and  Ind. 7957, 893; J. Amer. chem. SOC. 79 
1762 [1957]. 

11) R. Breslow, J. Amer. chem. SOC. 80, 3719 119581. 
la) J. Downes u. P .  Sykes, Chem. and Ind. 7957, 1095. 
IS) L. 0. Krarnpitr, G. Greull. C. S. M i l l e r ,  J .  B. Bicking, H .  R .  Skcggs 

u. J .  M .  Sprague, J. Amer. chem. SOC. 80,5893 [1958]. 
9 S .  Mizuhara u. P .  Handler, J. Amer. chem. SOC. 76, 571 [1954]. 
lS) L. 0. Krampifr ,  0. Greull u. I .  Suzuki. Fed. Proc. 78,266 [1959]. 
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zeichnung ,,aktives Pyruvat" und die Struktur 2-(a- 
Hydroxy-a-carboxyathy1)-TPP vorschlagen. 

H,C' 'OH 
R - H, ,,aktiver Acetaldehyd" 2-(a-HydroxyBthyl)-TPP 
R = COOH, "aktives Pyruvat" 2-(a-Hydtoxy-a-carboxyathy1)-TPP 

Stoppt man Ansatze von 2-14C-Pyruvat mit gereinigter Pyruvat- 
Decarboxylase aus Hefe16) wahrend der mit voller Geschwindig- 
keit ablaufenden Decarboxylierung durch Zusatz von heiBem 
Methanol, so kann man im enteiweioten Extrakt  radiopapier- 
chromatographisch folgende Substanzen nachweisen (vgl. Abb.1): 

TPP TPPP 

$A:= 

Abb. 1. Paplerchromatogramm eines Ansatzes mit 2-"C-Pyruvat zur 
Gewinnung von ,,aktivem Acetaldehyd" und ,,aktlvem Pyruvat" la). 
Das Bild zeigt von unten nach oben: (1)  das Radlopapierchromato- 
gramm des Ansatzes, (2) die UV-Absorption desselben Chromato- 
gramms, (3) ein Vergleichschromatogramrn rnit Thiaminphosphat 
(TP), Thiamlnpyrophosphat (TPP) und Thiamintriphosphat (TPPP). 
I : ,,aktiverAcetaldehyd", I I : ,,aktives Pyruvat", I I I :Verunreinlgung, 
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Abb. 2. (A) Papierchromatogramm elnes Ansatzes von 2-"C-Pyruvat 
mit Pyruvat-Decarboxylase. (B) Rechromatogramm von ,,aktlvem 
Acetaldehyd" (Gipfel I in A). (C) Rechromatogramm von ,,aktivem 

Pyruvat" (Gipfel I 1  In A)*a) 

la) H. Holzer, G. Schultz, C .  Villar- Palasi u. J .  Jlintgen-Sell, Blochem. 
2. 327, 331 119561. 

nioht umgesetztes Pyruvat (Gipfel IV), eine i m  1%-Pyruvat ent- 
haltene Verunreinigung (Gipfel 111) sowie zwei bei der Reohroma- 
tographie einheitlich laufende radioaktive Substanzen (Gipfel I 
und 11), die iihnliche RF-Werte wie T P P  a ~ f w e i s e n l ~ * ~ * ) .  Ver- 
wendet man l -W-Pyruvat  s ta t t  2-14C-Pyruvat, so entsteht nur 
Gipfel 11; die diesem zugrundc liegende Substanz liefert mit Apo- 
pyruvatdecsrboxylase 14C0, .  Dagegen liefern die beiden mit 
2-W-Pyruvat  entstehenden Gipfel I und I1 bei der Inkubation 
rnit Apopyruvatdecarboxylase kein WO,,  sondern W-Aoet- 
aldehyd. Auf Grund dieser Befunde war zu 'vermuten, daO den 
Gipfeln I und I1 ,,aktiver Acetaldehyd" bzw. ..aktives Pyruvat", 
d. h. Verbindungen von Acetaldehyd bzw. Pyruvat rnit T P P  zu- 
grunde liegen. Diese Ansicht wird durch den bei der Elution und 
beim Wiederauftragen zur Rechromatographie stattfindenden 
teilweisen ubergang von Gipfel I1 in Gipfel I weiter gestutzt: man 
sieht &us Abb. 2, daB Gipfel I mit gleichbleibendem RF-Wert 
rechromatographiert werden kann (Teil B), wiihrend Gipfel I1 bei 
der Rechromatographie sich in I und I1 aufspaltet (Teil C). Ver- 
mutlich liegt dem ubergang von I in I1 eine Decarboxylierung von 
,,aktivem Pyruvat" zu ,,aktivem Acetaldehyd" zugrunde. 

111. Struktur des ,,aktiven Acetaldehyds" 

Zur Lokalisierung des 14C-Acetaldehyds am TPP benutz- 
ten wir die Sulfitspaltung nach R. R. Williams et  al.10). 
Man kann den bei der Spaltung entstehenden Pyrimidin- 
teil (Fleck I I in Abb. 3) leicht papierchromatographisch 
vom Phosphat enthaltenden Thiazolteil (Fleck I )  trennen. 
Fleck 1 liegt an der Stelle des nicht substituierten Thia- 
zolteils der aus TPP stamrnt, das den gro13ten Teil unse- 
ref rohen Praparate von ,,aktivem Acetaldehyd" ausmacht. 
Die daneben in geringerer Menge vorhandene 14C-Acetal- 
dehyd-TPP-Verbindung bzw. ihre Spaltprodukte kbnnen 
nur an der Radioaktivitat erkannt werden. 

Abb. 3. l'C-Radioaktivitat. UV-Absorption (punktiert) und Phos- 
phatreaktion (schraffiert) eines Paplerchromatogramms nach Sulfit- 

spaltung von ,,aktlvem Acetaldehyd" la), I : Thiazolteil, 
11: Pyrimidlnteil des T P P  

Abb. 3 zeigt, daO sich die Radioaktivitat in der Nghe von 
Fleck 1,also demThiazoltei1,findet. Die Differenz in der Lage 
des Schwerpunktes der UV-Absorption und der Radioaktivi- 
t a t  durfte auf h d e r u n g  des RF-Wertes durch den Hy- 
droxyathylrest zuriickzufiihren sein : ebenso wie Hydroxy- 
athylthiamin einen groSeren RF-Wert aufweist als Thi- 
amin (vgl. Abb. 4, Teil I I ) ,  wandert das Hydroxylthyl- 
thiazolderivat weiter als der nicht substituierte Thiazolteil. 
G. Ehrensvard (Lund, Schweden) maohte uns darauf aufmerk- 

Sam, daO bei Behandlung des 14C-Hydroxyiithyl-TPP mit H J  und 
anschlieBender alkalischer Hydrolyse radioaktive Propions&ure 
entstehen sollte. Tatsachlich konnten wir nach entsprechender 
Behandlung des bei der Sulfitspaltung von 14C-Hydroxy%thyl-TPP 
entstehenden Thiazolteils 14C-PropionsBure papierchromatogrs- 
phisch idcntiflzieren'*). 

Diese Befunde machen fur den von uns aus Enzyman- 
satzen isolierten ,,aktiven Acetaldehyd" die von R. Bres- 
low vorgeschlagene Struktur auBerst wahrscheinlich: es 
handelt sich um 2-(cr-Hydroxyathyl)-thiaminpyrophosphat. 
Um diese Struktur sicherzustellen, inkubierten wirao) den 
14C-markierten ,,aktiven Acetaldehyd" rnit Phosphatase. 

17) H .  Holzer u. K .  Beaucamp, Angew. Chem. 7 1 ,  776 [1959]. 
l8) H. Holzer u. K .  Beaucamp, Biochim. biophyslca Acta 46, 225 

[1961]. 
le) R. R. Williams, R. E.  Waterman, J .  C .  Keresztesy u. E.  R. Buch- 

man, J. Amer. chem. SOC. 57, 536 [1935]. 
x O )  H .  Holzer, H .  W .  Goedde, K. -H.  Gdggel u. B. Ulrich, Biochem. 

biophys. Res. Commun. 3, 599 [1960]. 

____ 
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Man sieht aus Teil I der in Abb.4 wiedergegebenen Radio- 
papierchromatogramme, da6 Hydroxyathyl-TPP Uber 
Hydroxyathyl-thiaminphosphat zu Hydroxylthyl-thiamin 
gzspaltcn wird. Ein Kontrollchromatogramm mit TPP, 
Thiaminphosphat, Thiamin und synthetischem Hydroxy- 
athyl-thiamin*)ist imTeil1I derAbb.4wiedergegeben.Auch 
bei der Papierchromatographie mit anderenal) Llisungs- 
mitteln ergibt das aus unseren Praparaten erhaltene Hy- 
droxyat hyl-t hiamin identische RF-Werte mit synt heti- 
schem Hydroxyathyl-thiamin. Inkubiert man Hydroxy- 
athyl-thiamin rnit der von Y. Kaziro**) beschriebenen 
Thiaminpyrophosphokinase und ATP, so erhalt man, wie 
zu erwarten, Hydroxyathyl-TPP zurlick (Teil I I I der 
Abb. 4). 

1 start 

0 min mil Phmpharuse 

Z 

90 min mi? ~mphosphokhase 

m 

Abb. 4. Dephosphorylierung von W-Hydroxylthyl-TPP zu W- 
Hydroxylthyl-thiamin (Teil I )  und Phosphorylierung von 14C- 
Hydroxyathyl-thiamin mit ATP und Thlaminpyrophosphokinase zu 
W-Hydroxyathyl-TPP (Tell 111). Teil I 1  zeigt das Chromatogramm 

von Vergleichssubstanzen *O) 

TPP - Thiaminpyrophosphat, T P  = Thiaminphosphat, 
T - Thiamin, HET - Hydroxyilthyl-thiamin 

IV. lsolierung von 2-(a-HydroxyiithyI)-TPP a ls  
Zwischenprodukt der Pyruvatoxydase-Reaktion 

Hydroxylthyl-TPP kann auch aus Ansatzen von 2-14C- 
Pyruvat rnit Pyruvat-Oxydase aus Hefemitochondrienzo) 
oder Schweineherz28) papierchromatographisch, oder bes- 
ser saulenchromatographisch rnit dem Anionenaustauscher 
Dowex 2 gewonnen werden. Ein Beispiel fur die saulen- 
chromatographische Auftrennung2*) eines Ansatzes von 
Pyruvat-Oxydase aus Schweineherzmuskel mit 2-14C-Pyru- 
vat  ist in Abb. 5 wiedergegeben. Die so erhaltene Substanz 
ist im chemischen und enzymatischen Verhalten nicht von 
dem aus Pyruvatdecarboxylase-Ansatzen gewonnenen 
Hydroxyathyl-TPP zu unterscheiden. 

Auoh synthetiarhes Hydroxyathyl-TPP, das man nsch Sprague 
und Millere6) aus Thiaminpyrophosphat und Aoetaldehyd gewin- 
nen kann, verhalt sich chromatographisch und beim enzymati- 

*) Wir danken Herrn Dr. Sprugue von Merck, Sharp and Dohme, 
RahwaylUSA, IGr dieses Praparat, das nach la )  hergestellt wurde. 

* l ) ' G .  L. Curlson u. G. M .  Brown, J. biol. Chemistry 235, PC3 [1960]. 
**) Y. Kuziro, J. Biochem. [Tokyo] 46, 1523 [1959]. 
28) P. Scriba u. H .  Holzer, Biochem. 2. 334, 473 [1961]. 
I') H. Holzer, F .  Da Fonseca- Wollheirn. G. Kohlhaw u. Ch. W .  Woenck- 

haus, Ann. New York Acad. Sci., im Druck. 
J .  M. Sprugue, pershllche Mittellung. 

____ 
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Abb. 5. Ionenaustausch-Chromatogramrn eines Ansatzes von 
Pyruvat-Oxydase aus Schweineherzrnuskel rnit 2-1'C-Pyruvats4). 
Silule: Dowex-2-Acetat X 10, 200-400 mesh,'24 cmx3.14 cm'; 

Mlschkammer: 250 ml H,O, Zuiauf: 0,0167 M Essigslure; 
-0-0- Lichtabsorption der Fraktlonen bei 272,s rns (isosbeitlscher 
Punkt fGr TPP) und d =  1 cm; -x-x- Radioaktivltat (Irnpulse/mln) 

eohen Umsatz wie aus EnzymansHtzen gewonnenes Hydroxyathyl- 
TPP (vgl. jedooh Absohnitt VI) .  Hydroxyilthyl-TPP und nicht 
umgesetztes TPP laseen doh  an Dowex 2 weitgehend trennene6). 

in0,2ml , 

V. Enzymreaktionen rnit Hydroxyiithyl-TPP 
,,Aktiver Acetaldehyd" sollte als Zwischenprodukt der 

im Schema 1 zusammengestellten, von Pyruvat ausgehen- 
den Reaktionsfolgen auftreten. Tatsachlich dient das von 
uns aus Pyruvatoxydase- bzw. Pyruvatdecarboxylase-An- 
sBtzen isolierte, sowie das synthetisch hergestellte Hydroxy- 
athyl-TPP als Substrat bei allen in das Schema eingetrage- 
nen, von ,,aktivem Acetaldehyd" ausgehenden Reaktionen. 
Mit Apopyruvatdecarboxylase aus Hefe entsteht nach 
Gleichung (1 ) freier Acetaldehyd17,1% P7.48  1: 
(1) HydroxyBthyl-TPP --f Acetaldehyd + TPP. 

Bei Zusatz von freiem Acetaldehyd entsteht rnit Apo- 
pyruvatdecarboxylase aus Hefe17,18,27), sowie mit Pyru- 
vatoxydase aus Schweineherzmuskel**) nach Gleichung (2) 
Acetoin : 
(2) Hydroxylthyl-TPP + Acetaldehyd + Acetoin + TPP. 

Pyruvat 

.1 
2-(a-Hydroxy-or-carboxydthyl)-TPP 

("aktives Pyruvat") 

Acetohydroxybutyrat I 

2-(a-Hydroxyathyl)-TPP 
Acetolactat <- ("aktiver Acetaldehyd") - Acetaldehyd + Pyruvat 

+ Acetyl-CoA Acety1-T p p . . . . . . . . . . . . . .... 
( 3 )  1. H*O 

Acetat 

Pyruvatabbaus (TPP = Thiaminpyrophosphat) 
Schema 1. ,,Aktiver Acetaldehyd" als Zwischenprodukt des 

' 0 )  H .  Holzer, H .  W .  Goedde u. B.  Ulrich, Biochem. biophys. Res. 

27) H .  W .  Gocdde, K. 0. Blume u. H .  Holzer, unveriiffentlicht. 
96) H .  Holzer u. 0. Kohlhaw, Biochem. biophys. Res. Commun. 5, 

Co.mmun. 5, 447 [196l]. 

452 [1961]. 
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Bei Zusatz von Pyruvat entsteht mit Pyruvat-Oxydase 
aus Herzmuskela*) oder Hefemitoch~ndriena~) nach Glei- 
chung (3) Acetolactat: 

(3) Hydroxyathyl-TPP + Pyruvat --f Acetolactat + TPP. 

In diesem Zusammenhang ist es von Interesse, daB Strass- 
malt et a1.80--82) Acetolactat in Hefe als Zwischenstufe der Valin- 
synthess aus Pyruvat identifizierten (vgl. Schema 2 ) .  Wahrschein- 
lich wird die Valin-Synthese in Hefe ebenso wie es Urnbarget et al. 
bei E. C O ~ P * ~ )  entdeckt haben, durch einen Ruckkopplungame- 
chanismus (,,feed back") gesteuert: aufgestautes Valin hemmt die 
Acetolactat-Synthese &us Pyruvat und bewirkt damit eine Hem- 
mung der Valinsynthese, die so lange anhalt, bis das aufgestaute 
Valin bei der Proteinsynthese und anderen Prozessen verbraueht 
wurde. Da uns HydroxyBthyI-TPP zur Verfiigung steht, k6nnen 
wir nun priifen, an welohem vom Pyruvat zum Acetolactat iiih- 
renden Reaktionssohritt die ,,feed back-Hemmung" eingreift. 

Mit Pyruvat-Oxydase aus Hefemitochondrien entsteht 
aus Hydroxyathyl-TPP Acetyl-Coenzym A (Gleichung (4)), 
das nach Zusatz von Arylaminacetylase und Nitroanilin 
als Acetylnitroanilin (Gleichung (5)) identifiziert werden 
kann35) : 
(4) Hydroxyathyl-TPP+DPN +CoA -+ Acetyl-CoA+DPNH+TPP. 

(5) Acetyl-CoA + Nitroanilin --f Acetyl-Nitroanilin + CoA. 

+ TPP 2-(a-Hydroxy-a-carboxyathyl)-TPP 
,,aktives Pyruvat" Pyruvat -- + 

0 OH -1 -CO, 
H,C-C-C-CO,H II I c?!?t 2-(a-Hydroxylthyi)-TPP 

I ,.aktiver Acetaldehyd" . 
c H, 

J+z H, Umlagerung 

Acetolacetat 

OH OH 0 
I '  -H,O II 

H3C-C- -CH-CO,H - -- 4 H,C-CH-C-C02H 
I I 
CH3 CH, 

a. p-Dihydroxyisovalerat a-Ketoisovalerat 

-1 Transaminierung 

H,C NHS 
'CH-cH-cO,H I 

H,C/ Valin 

Schema 2. Biosynthese von Valin aus Pyruvat 

Der Mechanismus der oxydativen Decarboxylierung von 
Pyruvat zu Acetyl-Coenzym A schien bisher im Sinne des 
Vorschlages von G ~ n s u l u s * ~ )  geklart. Dieser Mechanismus 
ist im linken Teil von Schema 3 wiedergegeben. Der mitt- 
lere und rechte Teil des Schemas zeigt zwei weitere Mog- 
lichkeiten fur den Weg vom Pyruvat zum Acetyl-Coenzym 
A, die auf Grund der im folgenden dargestellten neueren 
Untersuchungen in Betracht gezogen werden miissen. Die 
B e ~ b a c h t u n g ~ ? ) ,  da6 Pyruvat an gereinigter Pyruvat-De- 
carboxylase aus Hefe in einer streng TPP:abhangigen 
Reaktion durch Dichlorphenol-indophenol in stochiometri- 

SD) G. Kohlhaw. unveroffentlicht. 
10) M .  Strassman, A. J .  Thomas u. S .  Weinhouse, J. Amer. chem. SOC. 

75, 5135 [1953]. 
*I) M .  Strassman, A .  J .  Thomas u. S .  Weinhouse, J. Amer. chem. SOC. 

77, 1261 [1955]. 
R. L. Wixorn, J .  B .  Shatfon u. M .  Strassrnan, J .  blol. Chemistry 
235, 128 119601. 

8 3 )  E .  A .  Adelberg u. H .  E .  Urnbargel, J. biol. Chemistry 205, 475 
ri953i. .-- ~ -.- 

a4) H .  E .  Urnbargel, B. Brown u. E. J .  Eyring, J- Amer. chem. S O ~ .  
79, 2980 [1957]. 

sa) H .  W .  Goedde, H .  Inouye u. H .  Holzer ,  Biochim. biophysica Acta, 
50, 41 [1961]. 

36) I .  C .  Gunsalus: In The Mechanism of Enzyme Action. Herausge- 
ber: William D.  McElroy a. Bentley Glass. The John Hopkins 
Press, Baltimore. 1954, S. 545. 
H .  Holzer u. H .  W .  Goedde, Biochem. Z .  329, 192 [1957]. 

schen Mengenverhaltnissen zu Essigsaure oxydiert wird, 
interpretierten wirs7p38) mit folgendem Reaktionsablauf: 

(+ TPP) (-CO*L+ Pyruvat - + Hydroxy-carboxylthyl-TPP ~ 

(-2 H) Hydroxyathyl-TPP Acetyl-TPP (f% Acetat. 

In diesem Schema ist eine Oxydation von Hydroxyathyl- 
TPP zu Acetyl-TPP als bisher nicht diskutierter Reak- 
tionsschritt enthalten. Fur diesen Reaktionsschritt spricht, 
da6 freier Acetaldehyd in unserem System 40-ma1 langsa- 
mer als Pyruvat oxydiert wirds?), die Reaktion also sicher 
nicht uber freien Acetaldehyd lauft. Zudem konnten wir 
vor kurzem zeigen, da8 aus Pyruvatoxydase-Ansatzen iso- 
liertes Hydroxyathyl-TPP mit Apopyruvatdecarboxylase 
und Dichlorphenol-indophenol oxydiert wird89). Eine sol- 
che Oxydation von Hydroxyathyl-TPP zu Acetyl-TPP 
mu8 unseres Erachtens auch bei der Oxydation von Pyru- 
vat  zu Acetyl-Coenzym A in Betracht gezogen werden (vgl. 
den mittleren und rechten Teil von Schema 3). Dafiir 
spricht, daR, wie seit langem bekannt, auch Pyruvat- 
oxydase mit kunstlichen Elektronenacceptoren wie Di- 
chlorphenol-indophenol oder Ferricyanid arbeitet, wobei 
als Oxydationsprodukt Acetat entsteht. Bei der physiologi- 
schen Pyruvatoxydation wurde dann .proteingebundene a- 
Liponsaure s ta t t  der kunstlichen Oxydationsmittel die 
Oxydation zu Acetyl-TPP besorgen. Die Acetylgruppe 
wurde entweder direkt auf Coenzym A (rechter Teil von 
Schema 3) oder zuerst auf a-Liponsiure und dann auf 
Coenzym A (mittlerer Teil von Schema 3) ubertragen wer- 
den. Hinweise auf einen derartigen Reaktionsverlauf er- 
brachten Versuche von Dus und Mitarbeitern'O), wonach 
bei der ferricyanid-abhlngigen Oxydation von Pyruvat 
mit dem TPP enthaltenden ,,CarboxyIase"-Anteil aus E. 
coli-Pyruvatoxydase Acetylphosphat entsteht, wenn man 
hohe Konzentrationen von Orthophosphat zusetzt. Es ist 
anzunehmen, da8 Orthophosphat eine Phosphorolyse von 
intermediar gebildetem Acetyl-TPP bewirkt. Modellver- 
suche von Breslow und McNelis"), sowie von White und 
f n g r ~ h a r n 4 ~ )  demonstrierten eine groBe Reaktionsfahigkeit 

Pyruvat 

i+ TPP 

Z-(a-Hydroxy-a-carboxyithyl)-TPP 
(,,aktives Pyruvat") 

I --con 
2-(a-Hydroxylthyl)-TPP 
(,,aktiver Acetaldehyd") 

/ + Lips, / 
-TPP ,/' 

1' -Lip(SH), \ + -Llp(SH), 

Acetyl-TPP \ / 
/ 

/' 
Acetyl-S-Lips H 

I 
Acetyi-TPP + LiP(SH)a 

-TPP 

/// .L 
Acetyl-S-LipSH 

+ C ~ A S H \  

Acetyl-S-CoA 

Schema 3. Mbglichkeiten fur die Oxydation von Pyruvat zu Acetyl- 
Coenzym A. TPP - Thiaminpyrophosphat; Lips, - oxydierte 
a-Liponstlure (an Protein gebunden); Lip(SH), - reduzlerte 
a-Llponsaure (an Protein gebunden); CoASH - Coenzym A 

a n )  H .  Holzer u. R. M .  M .  Crawford, Nature [London] 788,410 [1960]. 
ss) H .  W .  Goedde u. 8. Ufrich. unveroffentllcht. 
40) M .  L. Dos, M .  Koike u. L. J .  Reed, Proc. nat. Acad. Sci. USA 47. 

753 [1961]. 
'I) R. Breslow u. E.  McNelis, J. Amer. chem. SOC. 82, 2394 [1960]. 

F .  G. While u. L.L. Ingraham, J.Amer.chem.Soc. 82,4114 [1960]. 

~- 
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der Acylgruppe von 2-Acyl-thiazoliumsalzen, so da6 eine 
Acylierung der SH-Gruppen von a-Liponsaure bzw. Coen- 
zym A energetisch sehr wohl moglich ware. Die schnelle, 
spontane Hydrolyse von 2-Acyl-thiazoliumsalzen 4*,  '2) steht 
im Einklang damit, da6 bei der enzymatischen, TPP-ab- 
hiingigen Oxydation von Pyruvat rnit kiinstlichen Oxy- 
dantien Acetat eststeht. 

Die in den Gleichungen (1) bis ( 4 )  angegebenen enzymatischen 
Umsetzungen von Hydroxyathyl-TPP laufen im Vergleich zum 
Umsatz von Pyruvat um etwa 4 Zehnerpotenzen langsamer absQ). 
Dies scheint mit unserem Postulat, daD Hydroxyiithyl-TPP ein 
Zwischenprodukt des Pyruvatumsatzes ist, nicht vereinbar. Wir 
kannen jedoch GrIinde angeben, weshalb als Substrat angebotenes 
Hydroxyathyl-TPP langsamer reagiert a18 im Zuge des Pyruvat- 
umsatzes an den jeweiligen Enzymen entstandenes Hydroxyiithyl- 
TPP: 

- 

5 5 %  

6980 
23% 

FMoi 14C-Hydroxyathyl-TPP ................ 
Radioaktivitlt [Imp/min] . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
~ M o i  TPP ................................ 
Hydroxyathyl-TPP-Gehalt In % der Summe 

Hydroxylthyi-TPP + TPP ............... 
Radioaktivitat des als Dlnitrophenylhydrazon 

abgefangenen Acetaldehyds [Imp/min] ..... 
Ausbeute an W-Acetaidehyd ............... 

190 

1 %  

1230 
4 %  

Eingesetzt [~Mol] .......... 
Acetaldehyd gefunden [~Mol] 
Acetaldehyd in % 

des Elngesetzten ......... 

Tabeiie 1. ,Hemmung der enzymatischen Freisetzung von 
Acetaidehyd aus Hydroxyathyl-TPP durch TPPd2) 

~ 

0,150 0,300 0,240 
0,065 0,122 0,202 

43 % 41 % 84 % 

TPP hemmt den Umsatz von Hydroxyathyl-TPP4*). Die zweite 
Spalte in Tabelle 1 zeigt, daO wir beim Umsatz eines 45 % TPP 
enthaltenden Hydroxyathyl-TPP-Priiparates mit Apopyruvat- 
decarboxylase 23 % freien Acetaldehyd erhalten. Wird einer Par- 
allelprobe TPP zugesetzt, so daB nunmehr 99 % TPP neben 1 % 
Hydroxyathyl-TPP vorliegen (dritte Spalte in Tabelle l), so geht 
unter sonat gleichen Bedingungen die Ausbeute an freiem Acetal- 
dehyd auf 4 %  zuriick. Da alle in unseren frilheren Versuchen 
verwendeten HydroxyBthyl-TPP-Praparate vie1 TPP enthielten, 
war diese Konkurrenzhemmung am langsamen enzymatischen 
Umsatz beteiligt. Inzwischen steht uns weitgehend reines Hydroxy- 
iithyl-TPP zur Verfiigung. Da auch dieses um mehrere Zehnerpo- 
tenzen langsamer enzymatisch umgesetzt wird als Pyruvat, miis- 
Ben hierfdr noch andere Griinde vorliegen. 

Eine besonders echlechte Affinitiit von Hydroxyathyl-TPP zu 
den Apoenzymen ware eine Erklarungsmoglichkeit. Wir haben 
deshalb die Michaeliskonstanten von TPP") und Hydroxyathyl- 
TPPao) mit Apopyruvatdecarboxylase aus Hefe gemessen und 
fanden beide in der GrBDenordnung lo4  bis Mol/l. Miat man 
die Bildung von freiem Acetaldehyd aue Hydroxyiithyl-TPP rnit 
Apopyruvatdecarboxylase bei Hydroxyathyl-TPP-Sattigung, 60 
flndet man trotzdem nur l /zoooo der Reaktionsgeschwindigkeit von 
Pyruvat. Schlechte Af6nitiit echeidet demnach als Ursache des 
langsamen Umsatzes aus. 

In jiingsten Versuchen fanden wir Anhaltspunkte dafiir, daO der 
Ersatz von TPP, das seinen Acetaldehydrest abgegeben hat, durch 
Hydrosyathyl-TPP der extrem langsame, geschwindigkeitsbe- 
stimmende Schritt beim Hydroxyathyl-TPP-Umsatz ist. Beim 
Pyruvatumsatz ist ein solcher Austausoh von TPP gegen Hydroxy- 
iithyl-TPP nicht notwendig, da hier TPP durch Reaktion mit 
Pyruvat wieder rnit Acetaldehyd beladen wird. Wir sind zur Zeit 
damit beschaftigt, diese Yaglichkeit weiter zu priifen, insbesondere 
im Hinblick darauf, ob es sich bei der postulierten langsamen 
Reaktion 
(6) Enzym-TPP + Hydroxyathyl-TPP + Enzym-Hydroxyithyl- 

TPP i- TPP 

um eine Verdrangung von TPP durch Hydroxyilthyl-TPP oder 
um eine ubertragung des Aldehyds von Hydroxyiithyl-TPP auf 
Enzym-TPP handelt. Unser Befundso), daD Hydroxyathyl- 
thiamin rnit Holopyruvatdecarboxylase keinen Acetaldehyd frei- 
setzt, spricht ailerdings gegen eine Ubertragung und fur eine Ver- 
driingung, da bei letzterer der Aldehyddonator ebenso wie der 
Acceptor seine fiir die Bindung ans Enzymprotein notwendige 
Pyrophosphatgruppe besitzen muD. Die geschwindigkeitsbestim- 
mende langsame Reaktion ( 6 )  wiirde nicht nur den langsamen Um- 
satz von Hydroxyathyl-TPP, sondern, wenn man die Reaktion 
von reohts nach links betrachtet, auch die langsame Anhiiufung 

'9 P .  Scriba, S .  Schneider u. H .  Hotzer, Blochlm. biophysica Acta 
54, 115 [1961]. 

'9 E.  Holzer, H. D. Sdling, H .  W .  Goedde u. H .  Hotzer, in H.-U. Berg- 
meyer: Methoden drr enzymatlschen Analyse. Verlag Chemle, 
Weinhelm/Bergstr., im Druck. 

von Hydroxyathyl-TPP bci der Inkubation von Pyruvat und TPP 
rnit Pyruvatoxydase aus Schweineherzzs) bzw. Hefemitochon- 
drienZ0) erklaren. 

VI. Bestimmung von Hydroxyathyl-TPP 

Die Freisetzung von Acetaldehyd aus Hydroxyathyl-TPP 
rnit Pyruvatdecarboxylase (Gleichung 7 )  kann zu einem 
optisc.hen Test fur Hydroxyathyl-TPP nach Warburg45) 
benutzt werden. Man la6t dazu den Acetaldehyd rnit 
DPNH und Alkoholdehydrogenase reagieren und miBt die 
Abnahme der Lichtabsorption bei 340 oder 366 mp. 

( Apopyruvatdecarboxylase) 

(Mg++) 
(7) Hydroxyathyl-TPP -+ Acetaldehyd 

+TPP. 

(Alkoholdehydrogenase) DPN 
+ Alkohol. (8) DPNH + Acetaldehyd --f 

Tabelle 2 enthalt einige Ergebnissez6). Man sieht, da8 
40-50% der auf Grund des Thiochromtestes zu erwarten- 
den Hydroxyathyl-TPP-Menge wiedergefunden werden 
(Hydroxyathyl-TPP spricht im Thiochromtest ebenso an 

.wie TPP) .  Da bei der nicht-enzymatischen Synthese von 
Hydroxyathyl-TPP die beiden (auf Grund der Asymmetrie 
am a-C-Atom des Hydroxyathylrestes moglichen) opti- 
schen Isomeren zu je 50% entstehen, deutet das Ergebnis 
unserer enzymatischen Analysen rnit Apopyruvatdecarb- 
oxylase darauf hin, da6 nur einer der beiden Antipoden enzy- 
matisch umgesetzt wird. 

1 Synthetisches DL- 
Hvdroxvathvl-TPP I Pyruvat 

VII. Bestimmung von Hydroxyathyl-TPP neben TPP 

Zur Trennung von Hydroxyathyl-TPP und TPP kann 
die Sadenchromatographie rnit dem Anionenaustauscher 
Dowex 2 und Gradientenelution benutzt werden (vgl. 
Abb. 5). Ein einfaches papierchromatographisches Trenn- 
verfahren fur Hydroxyathyl-TPP und TPP konnten wir 
bisher nicht ausfindig machen. Es gelingt jedoch leicht, 
nach Angaben von G. L. Carlson und G. M. Brown*l) die 
dephosphorylierten Verbindungen, namlich Hydroxyathyl- 
thiamin und Thiamin, papierchromatographisch zu tren- 
nen. Da man Hydroxyathyl-TPP und T P P  rnit kauflicher 

' I )  0. Warburg: Wasserstoffiibertragende Fermente. Werner Saen- 
ger, Berlin 1948. 
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Phosphatase in die nicht phosphorylierten Verbindungen 
uberfuhren kannzo), haben wir auf dieser Basis ein Verfah- 
ren zur Bestimmung von TPP neben Hydroxyathyl-TPP 
ausgearbeitet 27), das schneller und mit geringeren Verlu- 
sten arbeitet als die Trennung am Ionenaustauscher. Man 
inkubiert das zu analysierende Praparat rnit Phosphatase 
und chromatographiert den Ansatz. Die auf dem Papier- 
chromatogramm durch UV-Fluoreszenzloschung lokali- 
sierten Flecke von Hydroxyathyl-thiamin und Thiamin 
(siehe z. B. Teil I 1  von Abb. 4) werden eluiert und mit Hilfe 
des Thiochromtestes bzw. der Absorptionsmessung bei 
272,5 mp analysiert. Einige Ergebnisse zeigt Tabelle 3. 

Analyse der Eluate aus dem 
Paplerchromatogramm nach 

1 enzymatischer Dephospho- 
Prllparat rylierung 

~ 

Hydroxy- 
athyl-TPP 
In % von 

Hydroxyllthyl- 
T P P  + T P P  I pg Thiamin I pg Hydroxy- 

Bthyi-thlamln 

Synthetisches 
Hydroxylthyl- 

Hydroxylthyl- 
T P P  aus elnem 
Ansatz von Hefe- 
Pyruvatoxydase 

Tabelle 3. Bestlmmung von Hydroxyllthyl-TPP neben T P P  durch 
Dephosphoryllerung, papierchromatographlsche Trennung von 

Hydroxylthyl-thiamin und Thiamin und Bestimmung des elulerten 
Hydroxyathyl-thlamins und Thlamlns mit  dem Thiochromtest n7) 

TPPa8) . . . . . . . . 94 % 

mlt Pyruvat'o) . 17,O , 3,6 79 % 

VI  II. ,,Aktiver Glykolaldehyd" 

Das am Pentosephosphatcyclus beteiligte, Glykolalde- 
hyd-Einheiten ubertragende Enzym Transketolase benB- 
tigt, wie E. Racker und Mitarbeiter") sowie B. L. Horecker 
und Mitarbeiter") fanden, TPP als Coenzym. Es war zu 
vermuten, da6 bei der Transketolase-Reaktion in Analogie 
zum ,,aktiven Acetaldehyd" an TPP gebundener Glykol- 
aldehyd (,,aktiver Glykolaldehyd") als Zwischenprodukt 
auftritt. Tatsachlich konnten A.G. Dafta und E. Racker**,4@) 
aus einem Ansatz von Transketolase rnit T P P  und den 
Glykolaldehyd-Donatoren Fructose-6-phosphat oder Ery- 
thrulose ein Proteid abtrennen, das bei der Inkubation mit 
Glykolaldehyd Erythrulose lieferte. Auch bei der Inkuba- 
tion mit Ribose-5-phosphat gab das Proteid seinen Gly- 
kolaldehyd a b  und lieferte ein neues Zuckerphosphat, 
wahrscheinlich Sedoheptulose-7-phosphat. Das Proteid 
besa6 also die Eigenschaften eines an Transketolaseprotein 
gebundenen ,,aktiven Glykolaldehyds", der wie im linken 
Teil von Schema 4 angegeben entstanden war und ent- 
sprechend der rechten Halfte von Schema 4 weiterreagiert 
hatte. Eine nahere Charakterisierung des Proteins bzw. 
des darin zu vermutenden ,,aktiven Glykola1dehyd"-Anteils 
wurde bisher nicht mitgeteilt. 

Mit den am ,,aktiven Acetaldehyd" gewonnenen Er- 
fahrungen versuchten wir ,,aktiven Glykolaldehyd" zu iso- 
lieren 50). Mit Ionenaustauschchromatographie an Dowex 2 
kann man aus einem Ansatz von uniform W-markiertem 
Fructose-6-phosphat mit Transketolase eine 1%-haltige 
Substanz gewinnen, die sich bei der Chromatographie ahn- 
lich wie T P P  verhalt (vgl. Abb. 6). Nach der Inkubation 
dieser Substanz (ein Rechromatogramm auf Papier gibt 

46) E.  Racker, 0. de la Haba u. 1. G .  Leder, J. Amer. chem. SOC. 75, 
1010 [1953]. 

47)  B. L. Horecker u. P .  Z .  Srnyrniotis, J. Amer. chem. SOC. 75, 1009 

'9 A. G. Datta u. E. Raeker, Arch. Biochem. Biophysics 82, 489 

'0) A. G. Datia u. E. Racker, J. biol. Chemistry 236, 624 [1961]. 
5 0 )  H .  Holzer, D .  Busch u. R.  Kattermann, unveroffentllcht. 

[I 9531. 

[1959]. 

I Ib 

I I I I 1 I 

70 20 30 40 50 - Probe Nt (5rnl) m 
Abb. 6. Ionenaustausch-Chromatogramm elnes Ansatzes von uniform 
14C-marklertem Fructose-6-phosphat mit Transketolase und TPPso). 

Sllule: Dowex-2-Chlorld X 10, 200-400 mesh, 15 cmx2,4 cm'; 
Mischkammer: 250 ml H,O, Zulauf: 250 mlO.004 N HCI. 

-0-0- Radioaktlvltlt (Impulse/mln) in 0.2 ml; -x-x- Lichtabsorptlon 
der Fraktlonen be1 272,5 mw und d - 1 cm (Der erste Radloaktivl- 
tatsglpfel vor dem Gradienten entspricht freier Hexose, der zwelte 

wurde noch nicht identifizlert.) 

S m t  1 

Abb. 7. Radiopaplerchromatographischer Nachweis des Umsatzes 
von lF-marklertem "aktivem Glykolaldehyd" mlt frelem Glykol- 
aldehyd zu Erythrulose'O). Papier: Schlelcher und Schiill 2043b; 
Butanol/Eisesslg/H,O = 5:2:3. ( I )  Radiopaplerchromatogramm 

(Rechromatogramm) von ionenaustausch-chromatographlsch 
gerelnlgtem (vgl. Abb. 6) "aktivem Glykolaldehyd" aus Anslltzen 
von Transketolase mit 14C-Fructose-6-phosphat. (2) Umsatz von 
W-marklertem ,,aktlvem Glykolaldehyd" mlt  frelem Glykolildehyd 
und Transketolase zu l'C-Erythrulose. Rechromatogramm der aus 
dem ersten Cnromatogramm elulerten Radloaktlvitltsgipfel. (3) Ver- 
gleichschromatogramm. T P P  - Thlaminpyrophosphat, T P  - Thl- 

amlnphosphat, F = Fructose, G = Glucose, Eu = Erythrulose 

Teil 1 in Abb. 7 wieder) rnit Transketolase und nicht-radio- 
aktivem Glykolaldehyd erhalt man Radioaktivitat an der 
Position von Erythrulose im Papierchromatogramm (Teil2 
in Abb. 7). Die von uns isolierte Substanz besitzt demnach 
die vom ,,aktiven Glykolaldehyd" zu erwartenden Eigen- 
schaften : sie entsteht nach der durch Transketolase ver- 
mittelten Teilreaktion 

Fructose-6-phosphat T P P  Erythrulose 

phosphat) 
(Erythrulose) )( 'IA (Sedoheptulose-7- 

Transketolase 

(Glykolaldehyd) (Ribose-5-phosphat) 

Schema 4. Wirkungsmechanlsmus von Thlaminpyrophosphat (TPP) 

(11) Fructose-6-phosphat + Transketolase-TPP P 
Erythrose-4-phosphat + Transketoiase-TPP-Glykolaldehyd. 

und liefert dann mit Glykolaldehyd Erythrulose nach der 
weiteren Teilreaktion 
(12) Transketolase-TPP-Glykoialdehyd + Glykolaldehyd + 

g \ 1  

Erythrose-4-phosphat TPP-Glykolaldehyd Glykolaldehyd 

be1 der Obertragung von Glykolaldehyd durch Transketolase 

Transketolase-TPP + Erythrulose. 

Als Bilanz der Gleichungen (11) und (12) ergibt sich die 
seit langem bekannte, durch Transketolase katalysierte 
Gesamtreaktion 
(13) Fructose-6-phosphat + Glykolaidehyd + 

Erythrose-Cphosphat + Erythrulose. 
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Wir sind zur Zeit damit beschaftigt, die Struktur des 
,,aktiven Glykolaldehyds" mit ahnlichen Methoden, wie 
wir sie beim ,,aktiven Acetaldehyd" angewendet haben, zu 
studieren. Wahrscheinlich handelt es sich in Analogie zum 
,,aktiven Acetaldehyd' um 2-(a$-Dihydroxyathyl)-TPP. 

D. spec. Dlginigenin 
D. purpurea u. 1 Digifologenin 

D. lanata ' Digifologenin 
D .  spec. Digiprogenin 
D. purpurea Digipurpurogenin 
D.  spec. Purpnigenin 
D. spec. Purprogenin 
D .  spec. Digacetlgenin 

Xysmalobium 5a-Pregnan-38-01- 
undulatum R.Br. 20-on 
X .  undulatum A6-Pregnen-3p-ol- 
R.Br. 20-on 

lanata 

\X. ,,Aktiver Bernsteinstiurehalbaldehyd" 

Wir haben einige erste Anhaltspunkte dafiir, daR bei der 
Oxydation von a-Ketoglutarat mit a-Ketoglutarat-Oxy- 
dase zu Succinyl-Coenzym A als Zwischenprodukte ,,ak- 
tives a-Ketoglutarat" und ,,aktiver Bernsteinsaurehalb- 
aldehyd" auftreten5I). Versuche zur Isolierung und Charak- 
terisierung dieser Zwischenprodukte sind im Gange. I n  
Analogie zu den vorstehend geschilderten TPP-abhangigen 
Reaktionen ist zu erwarten, daB bei diesen Zwischenpro- 
dukten Bernsteinsiurehalbaldehyd bzw. a-Ketoglutarat 
an das C-Atom 2 des Thiazolringes von T P P  gebunden 
sind, so daB sich der im Schema 5 skizzierte Reaktionsver- 
lauf ergibt. 

11) I .  Wilt. unveroffentlicht. 

C,,-Steroide des 

coo- coo- H 0 

c=o 
1 1 \J I -  1 

I 
CH2 
I 

H O - L - 6 4  H d - 6 $  C-S-CoA II 

CH, 3 CH, * y 2  -+ ? H I  

coo- coo- Loo- coo- 
c H, 

I 
+ H Z  CH, 

a-Ketoglutarat  ,,aktlves ,,aktiver Succinyl-CoA 
a-Ketoglutarat" Bernsteinsaure- 

haibaldehyd" 
Schema 5. Vorschiag fur  den Reaktionsweg der  oxydativen 

Decarboxylierung von a-Ketoglutarat  zu Succinyl-CoA 

SchluB 
Man kann hoffen, daR mit den nun zur Verfugung stehen- 

den Methoden bald die letzten Einzelheiten des Wirkungs- 
mechanismus von Thiaminpyrophosphat geklart werden. 
Damit wird ein halbes Jahrhundert nach der Entdeckung 
des ersten TPP-abhingigen Enzyms durch Carl Neuberg2) 
und ein Viertel- Jahrhundert nach der Entdeckung der 
Stoffwechselfunktion des Vitamins B, als Thiaminpyro- 
phosphat durch Karl Lohrnann3) ein besonders interessan- 
tes und daher vie1 bearbeitetes Kapitel der biochemischen 
Forschung zu Ende geschrieben werden konnen. 

[A 1591 Eingegangen a m  4. August 1961 

Pflanzenreiches 
Von Prof. Dr. R U D O L F  T S C H E S C H E  

Organisch-Chernisches Institut der Universitat Bonn 

Es wird uber die N-freien Czc-Steroid-glykoside und ihre Konstiiutionsbestimmung berichtet. Die Agly- 
kone gehoren entweder dem As-Pregnen- oder  dem 5cc-Pregnan-Typ a n  oder  sie weisen das Skelett des 
C-Nor-D-homopregnens auf. Vom normalen Steroid-Typ lassen sich durch Aminierung in Stellung 3 
und/oder 20 die zahlreichen Alkaloide dieser Gruppe ableiten. Es werden die biochemischen Frage- 

stellungen behandelt, die mit d e r  Entdeckung dieser neuen Steroidgruppe zusammenhangen. 

Glykosid 1  en- 1 Zucker*) 1 Vorkommen 1 Aglykon 

Diginin*) 

Digltalonin *) 
Digifolein 194)  

Lanafolein l) 

DiglproninaAe 
D i g l p ~ r p u r l n ~ )  
Purpnin6.7) 
Purpronin 7) 

Digacetlnln ") 

nicht 
isollert 0)  

nicht 
isoliert@) 

1 Dn 

I Dig 
1 Dn 

1 01 
1 Dig 
3 Dx 
3 Dn 
3 Dn 
3 Dx 
I Essigs. 
x Glu 

x Glu 

Zusammensetzung 

Sarcostin j CIIHS~O,+  1 HzO 

I 

1 Giu 

1 C P I H ~ ~ O S  + 1 -0C-C~H1, Cynanchum 1 Cynanchogenin 
caudatum Max. j 

i nicht 
isoiiertI0) 

nicht 

*) Dn = n-Diginose, 01 = D-Oleandrose, D x  = D-DigitOXOSe, Dig = D-DigitalOSe, Glu = n-Glucose 
Tabelle 1. C,,-Steroide des Pflanzenreichs 

(FuRnoten von Tabelle 1 s. S. 728) 
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