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Wirkungsmechanismus von Thiaminpyrophosphat
Von Prof. Dr. HELMUT HOLZER®*)

Physiologisch-Chemisches Institut der Universitdt Freiburg im Breisgau

Nach der Inkubation von 2-14C-Pyruvat mit gereinigter Pyruvat-Decarboxylase konnte durch Papier-
und lonenaustausch-Chromatographie ein '*C-markiertes Derivat von Thiaminpyrophosphat (TPP)
isoliert werden. Die Substanz wurde als 2-(a-Hydroxyéthyl)-TPP identifiziert. Dies steht im Einklang mit
einem friiheren Vorschlag von Breslow fiir die Struktur des ,,aktiven Acetaldehyds”. Neben 2-(a-
Hydroxydthyl)-TPP konnte eine Verbindung von Pyruvat mit TPP gefaBt werden, die wahrscheinlich
2-(a-Hydroxy-a-carboxydthyl)-thiaminpyrophosphat ist. Diese Substanz kann in Analogie zum ,,aktiven
Acetaldehyd® als ,,aktives Pyruvat'* bezeichnet werden. Sie ist bei der Pyruvatdecarboxylierung die
Vorstufe von 2-(a-Hydroxydthyl)-TPP. Auch bei der Oxydation von Pyruvat zu Acetyl-Coenzym A mit
Pyruvat-Oxydase konnte 2-(x-Hydroxydthyl)-TPP als Zwischenprodukt gefaBt werden. Neuere An-
schauungen zum Mechanismus der oxydativen Decarboxylierung von Pyruvat zu Acetyl-Coenzym
A werden diskutiert. Der von Racker als Zwischenprodukt der TPP-abhéngigen Transketolase-Reak-
tion postulierte ,,aktive Glycolaldehyd konnte aus Ansdtzen von Transketolase mit *C-Fructose-6-
phosphat gefaBt werden. Er wurde dadurch charakterisiert, daB er bei der Inkubation mit freiem
Glykolaldehyd und Transketolase Erythrulose liefert.

1. Einleitung

1932 zeigte E. Auhagen?), daB fiir die 1911 von C. Neu-
berg?) in Hefeextrakten entdeckte Decarboxylierung von
Pyruvat zu Acetaldehyd ein kochbestidndiges Coenzym not-
wendig ist. 1937 isolierten K. Lohmann und Ph. Schuster3)
die ,,Cocarboxylase’ und identifizierten sie als Pyrophos-
phorsédureester des Vitamins By, d. h. als Thiaminpyrophos-
phat (TPP).
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Thiaminpyrophosphat (TPP)

Uber den Mechanismus der Beteiligung von TPP an De-
carboxylierungsreaktionen gibt es eine Reihe von Theorien.
W. Langenbeck*) nimmt an, daB die Aminogruppe des
Pyrimidinteils mit der «-Ketos#dure intermediar eine Schiff-
sche Base bildet. P. Karrer und M. Viscontini®-®) diskutie-
ren eine Addition der «-Ketosaure an die nach hydrolyti-
scher Offnung des Thiazolringes zwischen den Atomen 1
und 2 entstehende SH-Gruppe. L. J. Reed?) zieht den
quaterndren Stickstoff des Thiazolteiles als Bindungsstelle
in Betracht, wahrend K.Wiesner und Z. Valenta®) sowie
R. Breslow®) in seinen ersten Arbeiten eine Ylidstruktur

*) Nach Vortragen am 26, Mal 1961 in Miinchen (Stiddeutsche Che-
miedozenten-Tagung) und am 23. Juni 1961 beim Joint Biochemi-
stry and Virology Seminar in Berkeley, University of California
(USA).

1) E. Auhagen, Hoppe-Seyler's Z, physiol. Chem, 204, 149 [19832];
209, 20 [1932]. N

®) C. Neuberg u, L. Karczag, Biochem. Z. 37, 170 [1911].

%) K. Lohmann u. Ph. Schuster, Biochem. Z. 294, 188 [1937].

4) W. Langenbeck in: Ergebnisse der Enzymforschung, Herausgeber:
F. F. Nord u. R. Weidenhagen, Akadem, Verlagsgesellschaft mbH.,
Leipzig, 1933, Bd. I, S. 314.

5) P. Karrer u. M. Viscontini, Helv. chim, Acta 29, Til [1946].

€) P. Karrer, Bull. soc. chim. France 149 [1947],

7y L. J. Reed, Physiol. Revs. 33, 544 [1953].

8) K. Wiesner u. Z. Valenta, Experientia 72, 190 [1956].

%) R. Bresiow, Chem. and Ind. 7956, R 28.
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zwischen der Methylengruppe, welche die beiden Ringe
verbindet und dem N-Atom 3 des Thiazolringes als Reak-
tionsort diskutieren. Die jlingste, auf Modellversuche mit
Thiamin begriindete Theorie, stammt von R. Breslow10.11)
(vgl. auch??)). Er nimmt als Intermediarprodukt der
Pyruvatdecarboxylierung einen am C-Atom 2 des Thiazol-
ringes addierten Acetaldehyd an. L. O. Krampitz und Mit-
arbeiter13) synthetisierten die phosphatfreie Verbindung,
2-(a-Hydroxyathyl)-thiamin, und zeigten, daB diese Sub-
stanz im mikrobiologischen Test Vitamin-B,-Wirksamkeit
hat13), daB sie im nicht-enzymatischen Modellsystem von
8. Mizuhara und P. Handler'4) nach Zusatz von Acetal-
dehyd Acetoin liefert1%) und daB sie nach Inkubation mit
ATP-liefernden und Thiaminpyrophosphokinase enthal-
tenden Hefepraparaten als Coenzym fiir die Decarboxylie-
rung von Pyruvat dient?3),

11, ,,Aktiver Acetaldehyd* und ,,aktives Pyruvat* als
Zwischenprodukte der enzymatischen
Pyruvatdecarboxylierung

Auf Grund der Modellversuche von R. Breslow sowie von
L. 0. Krampitz und Mitarbeitern war im 2-(a-Hydroxy-
dthyl)-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-
hiangiger Reaktionen beweisen. Dariiber hinaus gelang es
uns, als Vorstufe des ,,aktiven Acetaldehyds* eine Verbin-
dung von Pyruvat mit TPP zu fassen, fiir die wir die Be-

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

1) R. Breslow, J. Amer. chem, Soc. 80, 3719 [1958].

12) J. Downes u. P. Sykes, Chem. and Ind. 7957, 1095,

13) L. O. Krampitz, G, Greull, C, S. Miller, J. B. Bicking, H. R. Skeggs
u. J. M. Sprague, J. Amer. chem. Soc. 80, 5893 [1958].

14y S, Mizuhara u, P, Handler, J. Amer, chem. Soc. 76, 571 [1954].

18) L. 0. Krampitz, G. Greull u, I. Suzuki, Fed. Proc. 18, 266 [1959].
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zeichnung ,aktives Pyruvat® und die Struktur 2-(a-
Hydroxy-a-carboxyéathyl)-TPP vorschlagen.
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R=H, »aktiver Acetaldehyd" 2-(a-Hydroxydthyl)-TPP
R = COOH, ,aktives Pyruvat* 2-(a-Hydroxy-a-carboxyithyl)-TPP

Stoppt man Ansiitze von 2-14C-Pyruvat mit gereinigter Pyruvat-
Decarboxylase aus Hefel®) wihrend der mit voller Geschwindig-
keit ablaufenden Decarboxylierung durch Zusatz von heifilem
Methanol, so kann man im enteiweiten Extrakt radiopapier-
chromatographisch folgende Substanzen nachweisen (vgl. Abb.1):

TP____TPP TFPP

AT591 v o I I i

Abb. 1. Papierchromatogramm eines Ansatzes mit 2-'*C-Pyruvat zur
Gewinnung von ,aktivem Acetaldehyd* und ,aktivem Pyruvat*1®).
Das Bild zeigt von unten nach oben: (1) das Radiopapierchromato-
gramm des Ansatzes, (2) die UV-Absorption desselben Chromato-
gramms, (3) ein Vergleichschromatogramm mit Thiaminphosphat
(TP), Thiaminpyrophosphat (TPP)und Thiamintriphosphat (TPPP).
I: ,aktiverAcetaldehyd*, 11: ,aktives Pyruvat*“, I1I:Verunreinigung,
IV: 2-MC-Pyruvat
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Abb. 2. (A) Papierchromatogramm eines Ansatzes von 2-1¥C-Pyruvat

mit Pyruvat-Decarboxylase. (B) Rechromatogramm von ,aktivem

Acetaldehyd“ (Gipfel I in A). (C) Rechromatogramm von ,aktivem
Pyruvat" (Gipfel 11 in A)?18)

18) H. Holzer, G. Schultz, C. Villar- Palasi u. J. Jiinigen-Sell, Biochem.
Z. 327, 331 [1956].
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nicht umgesetztes Pyruvat (Gipfel IV), eine im 4C-Pyruvat ent-
haltene Verunreinigung (Gipfel I1I) sowie zwei bei der Rechroma-
tographie einheitlich laufende radioaktive Substanzen (Gipfel I
und II), die dhnliche Rg-Werte wie TPP aufweisen!?+18), Ver-

wendet man 1-4C-Pyruvat statt 2-4C-Pyruvat, so entsteht nur
Gipfel II; die diesem zugrunde liegende Substanz liefert mit Apo-
pyruvatdecarboxylase 4CO,. Dagegen liefern die beiden mit
2-14C-Pyruvat entstehenden Gipfel I und II bei der Inkubation
mit Apopyruvatdecarboxylase kein 14CQO,, sondern 4C-Acet-
aldehyd. Auf Grund dieser Betunde war zu 'vermuten, dal den
Gipfeln I und II ,aktiver Acetaldehyd* bzw. ,aktives Pyruvat®,
d. h. Verbindungen von Acetaldehyd bzw. Pyruvat mit TPP zu-
grunde liegen. Diese Ansicht wird durch den bei der Elution und
beim Wiederauftragen zur Rechromatographie stattfindenden
teilweisen Ubergang von Gipfel II in Gipfel I weiter gestiitzt: man
sieht aus Abb. 2, daB Gipfel I mit gleichbleibendem Rp-Wert
rechromatographiert werden kann (Teil B), wihrend Gipfel IT bei
der Rechromatographie sich in I und Il aufspaltet {Teil C). Ver-
mutlich liegt dem Ubergang von Iin II eine Decarboxylierung von
»aktivem Pyruvat“ zu ,aktivem Acetaldehyd“ zugrunde.

11l. Struktur des ,,aktiven Acetaldehyds*

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

z I BRI Srarr
047 azr Rf

Abb. 3. 4C-Radioaktivitat, UV-Absorption (punktiert) und Phos-
phatreaktion (schraffiert) eines Papierchromatogramms nach Sulfit-

spaltung von ,aktivem Acetaldehyd“!®), 1: Thiazolteil,
I1: Pyrimidinteil des TPP

Abb. 3 zeigt, daB sich die Radioaktivitat in der N&he von
Fleck I, also dem Thiazolteil, findet. Die Differenz in der Lage
des Schwerpunktes der UV-Absorption und der Radioaktivi-
tat diirfte auf Anderung des Rg-Wertes durch den Hy-
droxyéthylrest zuriickzufiihren sein: ebenso wie Hydroxy-
athylthiamin einen groBeren Rp-Wert aufweist als Thi-
amin (vgl. Abb. 4, Teil II), wandert das Hydroxyathyl-
thiazolderivat weiter als der nicht substituierte Thiazolteil.

G. Ehrensvird (Lund, Schweden) machte uns darauf aufmerk-
sam, daB bei Behandlung des 4C-Hydroxydthyl-TPP mit HJ und
anschlieSender alkalischer Hydrolyse radioaktive Propionsiure
entstehen sollte. Tatsichlich konnten wir nach entsprechender
Behandlung des bei der Sulfitspaltung von ¥C-Hydroxyithyl-TPP
entstehenden Thiazolteils 4C-Propionsiure papierchromatogra-
phisch identifizieren1®).

Diese Befunde machen fiir den von uns aus Enzyman-
satzen isolierten ,,aktiven Acetaldehyd* die von R. Bres-
low vorgeschlagene Struktur duBerst wahrscheinlich: es
handelt sich um 2-(«-Hydroxyéathyl)-thiaminpyrophosphat.
Um diese Struktur sicherzustellen, inkubierten wir?) den
“C-markierten ,aktiven Acetaldehyd” mit Phosphatase.

17) H, Holzer u. K. Beaucamp, Angew, Chem. 77, 776 [1959].

18) H. Holzer u. K. Beaucamp, Biochim. biophysica Acta 46, 225
[1961].

%) R. R.Williams, R. E, Waterman, J. C. Keresztesy u. E, R. Buch-
man, J. Amer. chem. Soc. 57, 536 [1935].

%) H. Holzer, H. W. Goedde, K.-H. Goggel 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, daB Hydroxyithyl-TPP iber
Hydroxyédthyl-thiaminphosphat zu Hydroxyathyl-thiamin
gespalten wird. Ein Kontrollchromatogramm mit TPP,
Thiaminphosphat, Thiamin und synthetischem Hydroxy-
athyl-thiamin*)istim Teil 1I der Abb. 4 wiedergegeben. Auch
bei der Papierchromatographie mit anderen?!) Losungs-
mitteln ergibt das aus unseren Praparaten erhaltene Hy-
droxyéthyl-thiamin identische Rg-Werte mit syntheti-
schem Hydroxyathyl-thiamin. Inkubiert man Hydroxy-
dthyl-thiamin mit der von Y. Kaziro?) beschriebenen
Thiaminpyrophosphokinase und ATP, so erhidlt man, wie
zu erwarten, Hydroxyathyl-TPP zurlick (Teil I1I der
Abb. 4).

l Srart

0 min mit Phosphatase
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3 min mir Phosphatase
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720 min mit Fhosphatase
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Abb. 4. Dephosphorylierung von C-Hydroxy#dthyl-TPP zu 3C-
Hydroxyédthyl-thiamin (Teil 1) und Phosphorylierung von C-
Hydroxyédthyl-thiamin mit ATP und Thiaminpyrophosphokinase zu
MC-Hydroxyédthyl-TPP (Teil IT1). Teil I1 zeigt das Chromatogramm
von Vergleichssubstanzen %)
TPP = Thiaminpyrophosphat, TP = Thiaminphosphat,
T = Thiamin, HET = Hydroxyéthyl-thlamin

1V. Isolierung von 2-(«-Hydroxyéthyl)-TPP als
Zwischenprodukt der Pyruvatoxydase-Reaktion

Hydroxyithyl-TPP kann auch aus Ansétzen von 2-14C-
Pyruvat mit Pyruvat-Oxydase aus Hefemitochondrien?)
oder Schweineherz?®) papierchromatographisch, oder bes-
ser sdulenchromatographisch mit dem Anionenaustauscher
Dowex 2 gewonnen werden. Ein Beispiel fiir die sdulen-
chromatographische Auftrennung?) eines Ansatzes von
Pyruvat-Oxydase aus Schweineherzmuskel mit 2-4C-Pyru-
vat ist in Abb. 5 wiedergegeben. Die so erhaltene Substanz
ist im chemischen und enzymatischen Verhalten nicht von
dem aus Pyruvatdecarboxylase-Ansdtzen gewonnenen
Hydroxyathyl-TPP zu unterscheiden.

Auch synthetisches Hydroxyathyl-TPP, das man nach Sprague

und Miller?®) aus Thiaminpyrophosphat und Aocetaldehyd gewin-
nen kann, verhilt sich chromatographisch und beim enzymati-

*) Wir danken Herrn Dr. Sprague von Merck, Sharp and Dohme,
Rahway /USA, fiir dieses Priparat, das nach **) hergestellt wurde.

81y G. L. Carison u. G. M. Brown, ]. biol. Chemistry 235, PC3 [1960].

83%) Y. Kaziro, J. Biochem. [Tokyo] 46, 1523 [1959].

33) P. Scriba u. H. Holzer, Biochem. Z. 334, 473 [1961].

84) H. Holzer, F, Da Fonseca-Wollheim, G. Kohlhaw u. Ch,W, Woenck-
haus, Ann. New York Acad. Sci., im Druck,

%) J. M. Sprague, perstnliche Mittellung.
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Abb. 5. Ionenaustausch-Chromatogramm elnes Ansatzes von
Pyruvat-Oxydase aus Schweineberzmuskel mit 2-1C-Pyruvat®),
Séule: Dowex-2-Acetat X 10, 200—400 mesh, 24 ¢cmx3,14 cm?;
Mischkammer: 250 ml H,0, Zulauf: 0,0167 M Essigsdure;
«0-0- Lichtabsorption der Fraktlonen bei 272,5 my (isosbestischer
Punkt fiir TPP) und d = 1 cm; -x-x- Radioaktivitdt (Impulse/min)
in 0,2ml

schen Umsatz wie aus Enzymansitzen gewonnenes Hydroxyithyl-
TPP (vgl. jedoch Absehnitt VI). Hydroxyathyl-TPP und nicht
umgesetztes TPP lassen sich an Dowex 2 weitgehend trennen?2é).

V. Enzymreaktionen mit Hydroxyiithyl-TPP

»Aktiver Acetaldehyd* sollte als Zwischenprodukt der
im Schema 1 zusammengestellten, von Pyruvat ausgehen-
den Reaktionsfolgen auftreten. Tatsichlich dient das von
uns aus Pyruvatoxydase- bzw. Pyruvatdecarboxylase-An-
sédtzen 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 Acetaldehyd17.18,27,43);

4)) Hydroxy4thyl-TPP —» Acetaldehyd + TPP,

Bei Zusatz von freiem Acetaldehyd entsteht mit Apo-
pyruvatdecarboxylase aus Hefel?.18.27) sowie mit Pyru-
vatoxydase aus Schweineherzmuskel?®) nach Gleichung (2)
Acetoin:

(2) Hydroxyathyl-TPP 4+ Acetaldehyd — Acetoin + TPP,

Pyruvat

!

2-(a-Hydroxy-a-carboxyithyl)-TPP
(»aktives Pyruvat")
Acetohydroxybutyrat

Y.

b Ke,
Qﬁk&\l

2-(a~Hydroxyathyl)-TPP

—CO,

Acetolactat «———— (,aktiver Acetaldehyd®“) ————> Acetaldehyd

+ Pyruvat
1Y
M —2H \217
<
P l
Acetoin
Acetyl-TPP --oooooooeeeiann » Acetyl-CoA
@
l+ﬂp
Acetat

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

38y H. Holzer, H.W. Goedde u. B. Ulrich, Blochem, biophys. Res.
Commun. 5, 447 [1961].

37) H.W. Goedde, K. G. Blume u. H. Holzer, unveriffentlicht.

98) H, Holzer u. G, Kohlhaw, Biochem, biophys. Res. Commun. 5,
452 [1961].
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Bei Zusatz von Pyruvat entsteht mit Pyruvat-Oxydase
aus Herzmuskel?®) oder Hefemitochondrien?®) nach Glei-
chung (3) Acetolactat:

(3) Hydroxyathyl-TPP + Pyruvat — Acetolactat + TPP,

In diesem Zusammenhang ist es von Interesse, daB Strass-
man et al.30—32) 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 Umbarger et al.
bei E. coli®%3¢) entdeckt haben, durch einen Riickkopplungsme-
chanismus (,feed back“) gesteuert: aufgestautes Valin hemmt die

Acetolactat-Synthese aus Pyruvat und bewirkt damit eine Hem-

mung der Valinsynthese, die so lange anhilt, bis das aufgestaute
Valin bei der Proteinsynthese und anderen Prozessen verbraucht
wurde. Da uns Hydroxyathyl-TPP zur Verfiigung steht, kénnen
wir nun priifen, an welchem vom Pyruvat zum Acetolactat fiih-
renden Reaktionsschritt die ,feed back-Hemmung* eingreift.

Mit Pyruvat-Oxydase aus Hefemitochondrien entsteht
aus Hydroxydthyl-TPP Acetyl-Coenzym A (Gleichung (4)),
das nach Zusatz von Arylaminacetylase und Nitroanilin
als Acetylnitroanilin (Gleichung (5)) identifiziert werden
kann3s):

(4) Hydroxyathyl-TPP + DPN +CoA — Acetyl-CoA +DPNH 4+ TPP.
(5) Acetyl-CoA + Nitroanilin — Acetyl-Nitroanilin + CoA.

TP

P - (- gt i -
Pyruvat +__»_) 2-(a-Hydroxy-a-carboxyithyl)-TPP

»aktives Pyruvat"
l —co,

i0 OH
H,c-c'f‘c_cogﬁ FPyruvat 5 (a-Hydroxyathyl)-TPP
! waktiver Acetaldehyd*
CH,
Acetolacetat

i+2 H, Umlagerung

~ OH OH o}
I —H,0 I
H._,c—c{»ﬁcn—co,ﬂ BENELL N Hac—c‘: H~C-CO,H
CH, CH,

a.p-Dihydroxyisovalerat a-Ketoisovalerat

l Transaminierung

H.C NH,

AN
CH—CH—-CO,H

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 Gunsalus®®) geklart. Dieser Mechanismus
ist im linken Teil von Schema 3 wiedergegeben. Der mitt-
lere und rechte Teil des Schemas zeigt zwei weitere Mog-
lichkeiten fiir den Weg vom Pyruvat zum Acetyl-Coenzym
A, die auf Grund der im folgenden dargestellten neueren
Untersuchungen in Betracht gezogen werden miissen. Die
Beobachtung??), da Pyruvat an gereinigter Pyruvat-De-
carboxylase aus Hefe in einer streng TPP-abhingigen
Reaktion durch Dichlorphenol-indopheno! in stéchiometri-

) G. Kohlhaw, unveriffentlicht.

) M, Strassman, A. J. Thomas u. §. Weinhouse, J. Amer, chem. Soc.
75, 5135 [1953].

31y M. Strassman, A. J, Thomas u. S. Weinhouse, J. Amer. chem. Soc.
77, 1261 [1955].

32y R. L.Wixom, J. B. Shatton u. M. Strassman, J. biol. Chemistry
235, 128 (1960]. :

38y E. A. Adelberg u. H. E. Umbarger, J. biol. Chemistry 205, 475
[1953).

%) H. E. Umbarger, B. Brown u. E. J. Eyring, J. Amer. chem, Soc.
79, 2980 [1957].

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

) [. C. Gunsalus: in The Mechanism of Enzyme Action. Herausge-
ber: William D. McElroy a. Bentley Glass, The John Hopkins
Press, Baltimore. 1954, S, 545.

37y H. Holzer u. H. W. Goedde, Biochem. Z. 329, 192 [1957].
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schen Mengenverhditnissen zu Essigsdure oxydiert wird,
interpretierten wir3?.3%) mit folgendem Reaktionsablauf:

+ TPP —CO
Pyruvat ¢ -—)—> Hydroxy-carboxydthyl-TPP (—-—'-)——>
" (—2 H) (+ H,0)
Hydroxydthyls«TPP ———-—> Acetyl-TPP -——————> Acetat.

In diesem Schema ist eine Oxydation von Hydroxyéathyl-
TPP zu Acetyl-TPP als bisher nicht diskutierter Reak-
tionsschritt enthalten. Fiir diesen Reaktionsschritt spricht,
daB freier Acetaldehyd in unserem System 40-mal langsa-
mer als Pyruvat oxydiert wird3?), die Reaktion also sicher
nicht iiber freien Acetaldehyd lauft. Zudem konnten wir
vor kurzem zeigen, daB aus Pyruvatoxydase-Ansatzen iso-
liertes Hydroxydthyl-TPP mit Apopyruvatdecarboxylase
und Dichlorphenol-indophenol oxydiert wird?®®). Eine sol-
che Oxydation von Hydroxyéathyl-TPP zu Acetyl-TPP
muB 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, daB, wie seit langem bekannt, auch Pyruvat-
oxydase mit kiinstlichen Elektronenacceptoren wie Di-
chlorphenol-indophenol oder Ferricyanid arbeitet, wobei
als Oxydationsprodukt Acetat entsteht. Bei der physiologi-
schen Pyruvatoxydation wiirde dann proteingebundene «-
Lipons3ure statt der kiinstlichen Oxydationsmittel die
Oxydation zu Acetyl-TPP besorgen. Die Acetylgruppe
wiirde entweder direkt auf Coenzym A (rechter Teil von
Schema 3) oder zuerst auf «-Liponsiure und dann auf
Coenzym A (mittlerer Teil von Schema 3) iibertragen wer-
den. Hinweise auf einen derartigen Reaktionsverlauf er-
brachten Versuche von Das und Mitarbeitern4?), wonach
bei der ferricyanid-abhiangigen Oxydation von Pyruvat
mit dem TPP enthaltenden ,Carboxylase““-Anteil aus E.
coli-Pyruvatoxydase Acetylphosphat entsteht, wenn man
hohe Konzentrationen von Orthophosphat zusetzt. Es ist
anzunehmen, daB Orthophosphat eine Phosphorolyse von
intermediar gebildetem Acetyl-TPP bewirkt. Modellver-
suche von Breslow und McNelistt), sowie von White und
Ingraham4?) demonstrierten eine groBe Reaktionsfahigkeit

Pyruvat
i + TPP
2-(x-Hydroxy-a-carboxyathyl)-TPP
(,aktives Pyruvat*)
—CO
}—co,

2-(a-Hydroxyathyl)-TPP
(.aktiver Acetaldehyd“)

. + LipS,
+ LipS, _Lip(SH), + LipS,
—TPP/ —Lip(SH),
Ve Acetyl-TPP
4 + Lip(SH),
Acetyl-S—LipSH ) _TPP Acetyl-TPP
Acetyl-S—LipSH
+ Co'ASH + CoASH + CoASH
—Lip(SH), —Lip(SH), / —TPP

Acetyl-S—CoA

Schema 3. Mboglichkeiten fiir die Oxydation von Pyruvat zu Acetyl-
Coenzym A, TPP = Thiaminpyrophosphat; LipS,; = oxydierte
«-Liponsiure (an Protein gebunden); Lip(SH); = reduzierte
«-Llponsdure (an Protein gebunden); CoASH = Coenzym A

38) H. Holzer u, R. M. M. Crawford, Nature [London] 788, 410 [1960].

$9) H.W. Goedde u. B, Ulrich, unverdffentlicht,

) M. L. Das, M. Koike u, L. J. Reed, Proc. nat. Acad. Sci. USA 47,
753 (1961}

41) R. Breslow u., E. McNelis, J. Amer. chem. Soc. 82, 2394 [1960].

) F. G.Whiteu. L.L. Ingraham, J. Amer.chem, Soc. 82, 4114 [1960].
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der Acylgruppe von 2-Acyl-thiazoliumsalzen, so daB eine
Acylierung der SH-Gruppen von a-Liponsiure bzw. Coen-
zym A energetisch sehr wohl moglich wire. Die schnelle,
spontane Hydrolyse von 2-Acyl-thiazoliumsalzen 41 43) steht
im Einklang damit, daB bei der enzymatischen, TPP-ab-
hédngigen Oxydation von Pyruvat mit kiinstlichen Oxy-
dantien Acetat entsteht.

Die in den Gleichungen (1) bis (4) angegebenen enzymatischen
Umsetzungen von Hydroxyithyl-TPP laufen im Vergleich zum
Umsatz von Pyruvat um etwa 4 Zehnerpotenzen langsamer ab?),
Dies scheint mit unserem Postulat, da Hydroxyithyl-TPP ein
Zwischenprodukt des Pyruvatumsatzes ist, nicht vereinbar. Wir
koénnen jedoch Griinde angeben, weshalb als Substrat angebotenes
Hydroxyithyl-TPP langsamer reagiert als im Zuge des Pyruvat-

umsatzes an den jeweiligen Enzymen entstandenes Hydroxyathyl-
TPP:

wMol “C-Hydroxyiathyl-TPP ................ 0,01 ' 0,01
Radioaktivitat [Imp/min] 30700 | 30700
BMOITPP ... ... i it iiennn — 1,0
Hydroxyidthyl-TPP-Gehalt in % der Summe

Hydroxyédthyl-TPP 4+ TPP ............... [ 55 9% 1%
Radioaktivitit des als Dinitrophenylhydrazon

abgefangenen Acetaldehyds [Imp/min} ..... I 6980 1230
Ausbeute an ¥C-Acetaldehyd ............... ‘ 23 % 4%

Tabelle 1. Hemmung der enzymatischen Freisetzung von
Acetaldehyd aus Hydroxyidthyl-TPP durch TPP#®)

TPP hemmt den Umsatz von Hydroxyithyl-TPP48). Die zweite
Spalte in Tabelle 1 zeigt, daB wir beim Umsatz cines 45 % TPP
enthaltenden Hydroxyidthyl-TPP-Praparates mit Apopyruvat-
decarboxylase 23 % freien Acetaldehyd erhalten. Wird einer Par-
allelprobe TPP zugesetzt, so dal nunmehr 99 % TPP neben 1%
Hydroxyiathyl-TPP vorliegen (dritte Spalte in Tabelle 1), so geht
unter sonst gleichen Bedingungen die Ausbeute an freiem Acetal-
dehyd auf 4 9% zuriick. Da alle in unseren fritheren Versuchen
verwendeten Hydroxyathyl-TPP-Praparate viel TPP enthielten,
war diese Konkurrenzhemmung am langsamen enzymatischen
Umsatz beteiligt. Inzwischen steht uns weitgehend reines Hydroxy-
4thyl-TPP zur Verfiigung. Da auch dieses um mehrere Zehnerpo-
tenzen langsamer enzymatisch umgesetzt wird als Pyruvat, miis-
sen hierfiir noch andere Griinde vorliegen.

Eine besonders schlechte Affinitit von Hydroxyithyl-TPP zu
den Apoenzymen wire eine Erklirungsméglichkeit. Wir haben
deshalb die Michaeliskonstanten von TPP*) und Hydroxyithyl-
TPP?®) mit Apopyruvatdecarboxylase aus Hefe gemessen und
fanden beide in der GréBenordnung 10— bis 10—5 Mol/l. MiBt man
die Bildung von freiem Acetaldehyd aus Hydroxyithyl-TPP mit
Apopyruvatdecarboxylase bei Hydroxy#ithyl-TPP-Sittigung, so
findet man trotzdem nur /g4 440 der Reaktionsgeschwindigkeit von
Pyruvat. Schlechte Affinitit scheidet demnach als Ursache des
langsamen Umsatzes aus.

In jiingaten Versuchen fanden wir Anhaltspunkte dafiir, daB der
Ersatz von TPP, das seinen Acetaldehydrest abgegeben hat, durch
Hydroxyithyl-TPP der extrem langsame, geschwindigkeitsbe-
stimmende Schritt beim Hydroxyiathyl-TPP-Umsatz ist. Beim
Pyruvatumsatz ist ein solcher Austausch von TPP gegen Hydroxy-
&thyl-TPP nicht notwendig, da hier TPP durech Reaktion mit
Pyruvat wieder mit Acetaldehyd beladen wird. Wir sind zur Zeit
damit beschiftigt, diese Mdglichkeit weiter zu priifen, insbesondere
im Hinbliek darauf, ob es sich bei der postulierten langsamen
Reaktion

(6) Enzym-TPP + Hydroxy4thyl-TPP =
TPP + TPP

Enzym-Hydroxyathyl-

um eine Verdringung von TPP durch Hydroxyithyl-TPP oder
um eine Ubertragung des Aldehyds von Hydroxyithyl-TPP auf
Enzym-TPP handelt. Unser Befund®), daf Hydroxyathyl-
thiamin mit Holopyruvatdecarboxylase keinen Acetaldehyd frei-
setzt, spricht allerdings gegen eine Ubertragung und fiir eine Ver-
drangung, da bei letzterer der Aldehyddonator ebenso wie der
Acceptor seine fiir die Bindung ans Enzymprotein notwendige
Pyrophosphatgruppe besitzen mufB. Die geschwindigkeitsbestim-
mende langsame Reaktion (68) wiirde nicht nur den langsamen Um-
satz von Hydroxyathyl-TPP, sondern, wenn man die Reaktion
von rechts nach links betrachtet, auch die langsame Anhiufung

) P. Scriba, S. Schneider u. H. Holzer, Biochim, biophysica Acta
54, 115 [1961].

44) E. Holzer, H. D. Soling, H. W. Goedde u. H. Holzer,In H.-U. Berg-
meyer: Methoden der enzymatischen Analyse. Verlag Chemie,
Weinhelm/Bergstr., im Druck.
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von Hydroxyithyl-TPP bei der Inkubation von Pyruvat und TPP
mit Pyruvatoxydase aus Schweineherz?®) bzw. Hefemitochon-
drien??) erkliren.

Vli. Bestimmung von Hydroxydithyl-TPP

Die Freisetzung von Acetaldehyd aus Hydroxyéthyl-TPP
mit Pyruvatdecarboxylase (Gleichung 7) kann zu einem
optischen Test fiir Hydroxyathyl-TPP nach Warburg#)
beniitzt werden. Man 148t dazu den Acetaldehyd mit
DPNH und Alkoholdehydrogenase reagieren und mift die
Abnahme der Lichtabsorption bei 340 oder 366 mpy.

N (Apopyruvatdecarboxylase) Acetaldehyd
(7) Hydroxyédthyl-TPP M) — +TPP.,
(Alkoholdehydrogenase) DPN

(8) DPNH + Acetaldehyd > L Alkohol.

Tabelle 2 enthalt einige Ergebnisse2¢). Man sieht, daB
40-509%, der auf Grund des Thiochromtestes zu erwarten-
den Hydroxyathyl-TPP-Menge wiedergefunden werden
(Hydroxyéathyl-TPP spricht im Thiochromtest ebenso an

.wie TPP). Da bei der nicht-enzymatischen Synthese von

Hydroxyathyl-TPP die beiden (auf Grund der Asymmetrie
am o-C-Atom des Hydroxyathylrestes mdglichen) opti-
schen Isomeren zu je 509, entstehen, deutet das Ergebnis
unserer enzymatischen Analysen mit Apopyruvatdecarb-
oxylase darauf hin, da nur einer der beiden Antipoden enzy-
matisch umgesetzt wird.

Synthetisches pr-
Hydroxyathyl.TPp | FYruvat
Eingesetzt [uMol] .......... 0,150 0,300 0,240
Acetaldehyd gefunden [uMol] 0,065 0,122 0,202
Acetaldehyd in 9% .
des Eingesetzten ......... 43 9% 41 9% 84 9,

Tabelle 2. Bestimmung von Hydroxy#ithyl-TPP durch Messung des
mit Apopyruvatdecarboxylase freigesetzten Acetaldehyds mit
DPNH und Alkoholdehydrogenase im optischen Test?¢)

Auch die Oxydation von Hydroxyathyl-TPP zu Acetyl-
Coenzym A kann zu einem optischen Test benutzt werden.
Dazu setzt man das mit Pyruvat-Oxydase aus Hydroxy-
4thyl-TPP gebildete Acetyl-Coenzym A mit Arylamin-
acetylase aus Leber und Nitroanilin um, wobei das gelb ge-
farbte Nitroanilin in das farblose N-Acetyl-nitroanilin

iibergeht:
(Pyruvatoxydase)

(Mg*+, DPN)

Acetyl-CoA

(9) Hydroxyithyl-TPP 4 CoA + TPP

Acetyl-CoA  (Arylaminacetylase)
+ Nltroanilin -
(gelb)

Da der molare Extinktionskoeffizient von Nitroanilin
bekannt ist, kann nach Ablauf der Reaktion ermittelt wer-
den, wieviel Hydroxyédthyl-TPP eingesetzt wurde.

N-Acetyl-nitroanilin

(10) (farblos) | coA

Vil. Bestimmung von Hydroxyéthyl-TPP neben TPP

Zur Trennung von Hydroxyathyl-TPP und TPP kann
die S#ulenchromatographie mit dem Anionenaustauscher
Dowex 2 und Gradientenelution benutzt werden (vgl.
Abb. 5). Ein einfaches papierchromatographisches Trenn-
verfahren fiir Hydroxyathyl-TPP und TPP konnten wir
bisher nicht ausfindig machen. Es gelingt jedoch leicht,
nach Angaben von G. L. Carlson und G. M. Brown?!) die
dephosphorylierten Verbindungen, namlich Hydroxy4thyl-
thiamin und Thiamin, papierchromatographisch zu tren-
nen. Da man Hydroxyathyl-TPP und TPP mit kduflicher

48) 0. Warburg: Wasserstoftiibertragende Fermente. Werner Saen-
ger, Berlin 1948, :
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Phosphatase in die nicht phosphorylierten Verbindungen
iiberfilhren kann20), haben wir auf dieser Basis ein Verfah-
ren zur Bestimmung von TPP neben Hydroxydthyl-TPP
ausgearbeitet??), das schneller und mit geringeren Verlu-
sten arbeitet als die Trennung am Ionenaustauscher. Man
inkubiert das zu analysierende Priparat mit Phosphatase
und chromatographiert den Ansatz. Die auf dem Papier-
chromatogramm durch UV-Fluoreszenzloschung lokali-
sierten Flecke von Hydroxyithyl-thiamin und Thiamin
(siehe z. B. Teil I1 von Abb. 4) werden eluiert und mit Hilfe
des Thiochromtestes bzw. der Absorptionsmessung bei
272,5 my analysiert. Einige Ergebnisse zeigt Tabelle 3.

Analyse der Eluate aus dem
Papierchromatogramm nach Hydroxy-
enzymatischer Dephospho- athyl-TPP
Préparat rylierung in % von
Hydroxyéthyl-
ng Hydroxy- . TPP + TPP
Athyl-thiamin | “& Thiamin
Synthetisches
Hydroxyéathyl-
TPP3®) ........ 10,0 0,6 94 9,
Hydroxyéthyl-
TPP aus einem
Ansatz von Hefe-
Pyruvatoxydase
mit Pyruvat) 17,0 3,6 79 9%,

Tabelie 3. Bestimmung von Hydroxyithyl-TPP neben TPP durch
Dephosphorylierung, papierchromatographische Trennung von
Hydroxy#thyl-thiamin und Thiamin und Bestimmung des elulerten
Hydroxyéthyl-thiamins und Thiamins mit dem Thiochromtest??)

VIIl. ,,Aktiver Glykolaldehyd*

Das am Pentosephosphatcyclus beteiligte, Glykolalde-
hyd-Einheiten iibertragende Enzym Transketolase ben6-
tigt, wie E. Racker und Mitarbeiter¢¢) sowie B. L. Horecker
und Mitarbeiter4?) fanden, TPP als Coenzym. Es war zu
vermuten, daB bei der Transketolase-Reaktion in Analogie
zum ,aktiven Acetaldehyd”“ an TPP gebundener Glykol-
aldehyd (,,aktiver Glykolaldehyd*) als Zwischenprodukt
auftritt. Tatsdchlich konnten A.G. Datta und E. Racker48.4?)
aus einem Ansatz von Transketolase mit TPP 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 ab und lieferte ein neues Zuckerphosphat,
wahrscheinlich Sedoheptulose-7-phosphat. Das Proteid
besaB 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 Hélfte von Schema 4 weiterreagiert
hatte. Eine nédhere Charakterisierung des Proteins bzw.
des darin zu vermutenden ,,aktiven Glykolaldehyd‘‘-Anteils
wurde bisher nicht mitgeteilt.

Mit den am ,aktiven Acetaldehyd” gewonnenen Er-
fahrungen versuchten wir ,,aktiven Glykolaldehyd* zu iso-
lieren50). Mit Tonenaustauschchromatographie an Dowex 2
kann man aus einem Ansatz von uniform 4C-markiertem
Fructose-6-phosphat mit Transketolase eine 4C-haltige
Substanz gewinnen, die sich bei der Chromatographie dhn-
lich wie TPP verhdlt (vgl. Abb. 6). Nach der Inkubation
dieser Substanz (ein Rechromatogramm auf Papier gibt
4¢) E. Racker, G. de la Haba u. 1. G. Leder, J. Amer. chem. Soc. 75,

1010 [1953].

4% B. L, Horecker u. P. Z. Smyrniotis, J. Amer, chem. Soc, 75, 1009
49) ?9 5GZ]'Dtma u. E. Racker, Arch, Biochem. Biophysics 82, 489
1959].

9y A, G. Datta u. E. Racker, J. biol. Chemistry 236, 624 [1961].
80) H. Holzer, D. Busch u, R. Kattermann, unvertffentlicht,
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Abb, 6. Ionenaustausch-Chromatogramm eines Ansatzes von uniform
14C-markiertem Fructose-6-phnsphat mit Transketolase und TPP5?),
Sdule: Dowex-2-Chlorid X 10, 200—400 mesh, 15 cmx2,4 cm3;
Mischkammer: 250 ml H,0, Zulauf: 250 mi 0,004 N HCI.

-0-0- Radioaktivitit (Impulse/min) in 0,2 ml; -x-x- Lichtabsorption
der Fraktionen bel 272,5 my und d = I cm (Der erste Radioaktivi-
tatsgipfel vor dem Gradienten entspricht freier Hexose, der zweite
wurde noch nicht identifiziert.)

Srart l

f A L@

| s 68 &8¢ @

Abb, 7. Radlopapierchromatographischer Nachweis des Umsatzes
von #C-markiertem ,aktivem Glykolaldehyd” mit frelem Glykol-
aldehyd zu Erythrulose®?), Papier: Schleicher und Schiill 2043b;
Butanol/Eisessig/H,0 = 5:2:3. (1) Radiopapierchromatogramm
(Rechromatogramm) von ionenaustausch-chromatographisch
gereinigtem (vgl. Abb. 6) ,aktivem Glykolaldehyd" aus Ansitzen
von Transketolase mit 4C-Fructose-6-phosphat. (2) Umsatz von
HC-markiertem ,aktivem Glykolaldehyd" mit frelem Glykolaldehyd
und Transketolase zu C-Erythrulose. Rechromatogramm der aus
dem ersten Cnromatogramm eluierten Radioaktivitatsgipfel. (3) Ver-
gleichschromatogramm. TPP = Thiaminpyrophosphat, TP = Thi-
aminphosphat, F = Fructose, G = Glucose, Eu = Erythrulose

}

Teil 1 in Abb. 7 wieder) mit Transketolase und nicht-radio-
aktivem Glykolaldehyd erhédlt man Radioaktivitdt an der
Position von Erythrulose im Papierchromatogramm (Teil 2
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 TPP Erythrulose
(Erythrulose) . ! (Sedoheptulose-T-
Transketolase phosphat)

"4 I
TPP-Glykolaldehyd Glykolaldehyd

(Glykolaldehyd) (Ribose-5-phosphat)

Schema 4. Wirkungsmechanismus von Thiaminpyrophosphat (TPP)
bei der Ubertragung von Glykolaldehyd durch Transketolase

(il) Fructose-6-phosphat + Transketolase-TPP =

Erythrose-4-phosphat + Transketolase-T PP-Glykolaidehyd.

und liefert dann mit Glykolaldehyd Erythrulose nach der
weiteren Teilreaktion

(12)  Transketolase-TPP-Glykolaldehyd + Glykolaldehyd ==
Transketolase-TPP + Erythrulose,

Als Bilanz der Gleichungen (11) und (12) ergibt sich die
seit langem bekannte, durch Transketolase katalysierte
Gesamtreaktion

(13) Fructose-6-phosphat + Glykolaldehyd =

Erythrose-4-phosphat + Erythrulose,
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Wir sind zur Zeit damit beschaftigt, die Struktur des
waktiven Glykolaldehyds“ mit dhnlichen Methoden, wie
wir sie beim ,,aktiven Acetaldehyd* angewendet haben, zu
studieren. Wahrscheinlich handelt es sich in Analogie zum
»aktiven Acetaldehyd” um 2-(«.-Dihydroxyathyl)-TPP.

IX. ,,Aktiver Bern.steinsaurehulbaldehyd“

Wir haben einige erste Anhaltspunkte dafiir, daB bei der
Oxydation von a-Ketoglutarat mit «-Ketoglutarat-Oxy-
dase zu Succinyl-Coenzym A als Zwischenprodukte , ak-
tives o-Ketoglutarat” und ,aktiver Bernsteinsdurehalb-
aldehyd* auftretens!). Versuche zur Isolierung und Charak-
terisierung dieser Zwischenprodukte sind im Gange. In
Analogie zu den vorstehend geschilderten TPP-abhingigen
Reaktionen ist zu erwarten, daB bei diesen Zwischenpro-
dukten Bernsteinsdurehalbaldehyd bzw. «-Ketoglutarat
an das C-Atom 2 des Thiazolringes von TPP gebunden
sind, so daB sich der im Schema 5 skizzierte Reaktionsver-
lauf ergibt.

81y ], Witt, unverbdffentlicht,

(‘ZOO- ?00— li{

C=0 HO—-C~ ﬁa HO—-C—-(TPP} C—S—CoA

| |~ |~ |

(|:H| —> CH, —> (‘:Hz ard (;HI

e, “Hy CH, (;?H,

coo- CO0o- 00~ Co0o-
a-Ketoglutarat ~aktives ~aktiver Succinyl-CoA

a-Ketoglutarat® Bernsteinsdure-

halbaidehyd*

Schema 5. Vorschlag fiir den Reaktionsweg der oxydativen
Decarboxylierung von a-Ketoglutarat zu Succinyl-CoA

SchiuB

Man kann hoffen, daB mit den nun zur Verfiigung 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-abhangigen Enzyms durch Carl Neuberg?)
und ein Viertel- Jahrhundert nach der Entdeckung der
Stoffwechselfunktion des Vitamins B, als Thiaminpyro-
phosphat durch Karl Lohmann3) ein besonders interessan-
tes und daher viel bearbeitetes Kapitel der biochemischen
Forschung zu Ende geschrieben werden konnen.

Eingegangen am 4, August 1961 [A 159)

C,-Steroide des Pflanzenreiches
Von Prof. Dr. RUDOLF TSCHESCHE

Organisch-Chemisches Institut der Universitdt Bonn

Es wird {iber die N-freien Cai-Steroid-glykoside und ihre Konstitutionsbestimmung berichtet. Die Agly-
kone gehsren entweder dem AS-Pregnen- oder dem 5x-Pregnan-Typ an 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 der Entdeckung dieser neuen Steroidgruppe zusammenhéngen.

Einleitung

Wahrend im Tierreich C,,-Steroide in Gestalt des Gelb-
kdrperhormons Progesteron und der Nebennierenrinden-
Hormone Cortison, Hydrocortison, Aldosteron usw. gut
untersucht und seit ldngerer Zeit bekannt sind, wurden im
Pflanzenreich analoge Verbindungen erst in den letzten
Jahren zahlreicher beobachtet und in ihrem chemischen

Aufbau zum Teil geklart. C,,-Steroide des Pflanzenreiches
treten mit Ausnahme der Alkaloide als Glykoside auf. Sie wur-
den erstmals in verschiedenen Spezies der Gattung Digitalis
gefunden und erhielten daher die Bezeichnung Digitanol-De-
rivate!). Diese Bezeichnung soll beibehalten werden, auch
nachdemin anderen Pflanzen solche Verbindungen gefunden

1) R. Tschesche u. G. Buschauer, Liebigs Ann. Chem, 603 59 [1957].

Glykosid Zusammen- Zucker*) Vorkommen ' Aglykon l Zusammensetzung
setzung
Pregnan-Derivate
Diginin?) CysHyO, 1 Dn Digitalis pur- Diginigenin | Cy1HygO,
purea u. lanata !
Digitalonin?) C,sH 0y 1 Dig D, spec. Diginigenin [ CyH,50,
Digifolein1,4) C;eH (0 1 Dn D. purpurea u. Digifologenin | Ca1Hyg04
' lanata '

Lanafolein?) CesHO4 101 D. lanata Digifologenin C;,H,50,
Digipronin3%¢)| C,,H O, 1 Dig D. spec. Digiprogenin C, H,40,
Digipurpurin®) | CgHy.0,, 3 Dx D. purpurea Digipurpurogenin C,H,,0,
Purpnin?7) CaoHgyOy, 3 Dn D. spec. Purpnigenin C1H,,0,
Purpronin?) CayyHg0,4 3 Dn D. spec. Purprogenin Ca1HgO4
Digacetinin®) Cy3HgeO44 3 Dx D. spec. Digacetigenin Cg1H 305 + 1 Acetyl

1 Essigs.
nicht - x Glu Xysmalobium 5a-Pregnan-3g8-ol- Ce1H3,0;
isoliert?®) undulatum R.Br. ; 20-on !
nicht - x Glu X. undulatum AS-Pregnen-3g-ol- Cy,H,,0,
isoliert?) ' R.Br. 20-on ‘

C-Nor-D-homopregnen-Derivate

nicht - 1 Glu Sarcostemma Sarcostin | CaH3O0g+ 1 H,0
isoliert10) — 1 Benzoes. australe R.Br. l

1 Zimts. i
nicht - - Cynanchum Cynanchogenin Ce1H;3,0,+ 1 —OC-C,H,,
isoliert11) caudatum Max.

*) Dn = p-Diginose, Ol = p-Oleandrose, Dx = p-Digitoxose, Dig = p-Digitalose, Glu = n-Glucose
Tabelle 1. C,,-Steroide des Pflanzenreichs
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(FuBnoten von Tabelle 1 s. S, 728)
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