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AUFSATZE

Die Aufkldrung der Biosynthesewege zu
Thiamin (Vitamin B,) und dessen Pyro-
phosphatester, dem wichtigen Coenzym
Cocarboxylase, ist und bleibt fiir For-
scher eine Herausforderung. Die Thi-
amin-Biosynthese gliedert sich in die
voneinander unabhdngigen Synthese-
wege zur Pyrimidin-Einheit 4-Amino-5-
hydroxymethyl-2-methylpyrimidin und
zur  Thiazol-Einheit  5-(2-Hydroxy-
ethyl)-4-methylthiazol sowie den Weg
dieser Untereinheiten zum Vitamin. Die
Schritte des letztgenannten Prozesses
wurden vor ungefihr zwanzig Jahren
vollstindig aufgeklart. Dabei stellte sich
heraus, daB sich der Syntheseweg in
aeroben Bakterien und Hefen zu einem
gewissen Grad vom Syntheseweg in
Enterobakterien unterscheidet. Dage-
gen sind die Synthesewege zu den Unter-
einheiten noch nicht zufriedenstellend
erforscht. Die Pyrimidin- und die

Thiazol-Einheit entstehen in Bakterien
und in Hefen auf unterschiedlichen Syn-
thesewegen. Eine Schwierigkeit war, daf3
das Einbaumuster markierter Vorldufer,
das von verschiedenen Arbeitsgruppen
bei unterschiedlichen Mikroorganismen
festgestellt wurde, nicht mit einem einzi-
gen Biosyntheseweg fiir jede der beiden
Untereinheiten in Einklang war. Man ist
heute davon iiberzeugt, daB in Entero-
bakterien und Hefen unterschiedliche
Wege vorliegen, so daB die Biosynthese
von Vitamin B, ein Beispiel fiir bioche-
mische Vielfalt ist. Dariiber hinaus war
die geringe Menge an Thiamin, die in
mikrobiologischen Kulturen syntheti-
siert wird (ca. 15 pg pro Liter Kultur),
eine weitere Schwierigkeit. Daher waren
die Untersuchungen bis in die jiingste
Zeit entweder auf die Verwendung
radioaktiver Tracer oder den Einsatz
stabiler Isotope mit anschlieBender

massenspektrometrischer Analyse be-
schrankt. Wie bekannt, fiihren beide
Methoden zu Problemen bei der Inter-
pretation der Resultate. Die Hochfeld-
13C_.NMR-Spektroskopie, die aussage-
kraftigste moderne Methode zur Ermitt-
lung von Einbaumustern, wurde erst
kiirzlich erfolgreich zur Untersuchung
der Thiamin-Biosynthese eingesetzt.
Wegen dieser prinzipiellen und experi-
mentellen Schwierigkeiten sind selbst
die ersten Vorldufer der beiden relativ
einfachen heterocyclischen Untereinhei-
ten von Thiamin nicht eindeutig er-
kannt. Die Suche nach den Zwischen-
stufen, die Untersuchung der Enzyme
und die Identifizierung der beteiligten
Gene sind Gegenstand der aktuellen
Forschung.

Stichworte: Biosynthesen - Enzyme -
NMR-Spektroskopie + Vitamine

N

1. Einfiihrung

Vitamin B, 6, dér Nahrungsbestandteil, der die Beriberi-Sym-

oxylase (EC 4.1.1.1), der Pyruvat-Dehydrogenase (EC 1.2.4.1),
der Transketolase (EC 2.2.1.1) und anderer Enzyme ist.

Thiamin 6! ist leicht zugéinglich. Die jahrliche Weltproduk-

ptome verhindert oder wieder beseitigt, wurde erstmals 1926
von B.C.P. Jansen und W. F. Donath aus Reishiilsen iso-
liert.!*-22) R, R. Williams klirte 1936 dessen Struktur auf, und
kurze Zeit spiter wurde {iber die Synthese berichtet.[': 2531 Die
biochemische Funktion der Verbindung erkannte man im Jahre
1937, als das entsprechende Pyrophosphat 8 als Cocarboxy-
lase identifiziert wurde, die das Coenzym der Pyruvat-Decarb-
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tion iibersteigt 4000 Tonnen, und der GroBhandelspreis liegt bei
30 bis 35 US-Dollar pro Kilogramm (Zahlen von 1993).15! Die
empfchlene tigliche Aufnahmemenge betrigt ca. 1.5 mg.!”? Um
einem erneuten Auftreten der Mangelkrankheit vorzubeugen,
setzt man die synthetisch hergestellte Verbindung in westlichen
Industrielindern routinemafig dem Brot zu. Es ist daher hochst
erstaunlich, daBl die Thiamin-Biosynthese, also die einzelnen
Schritte, die Mechanismen, die Enzymologie und die Genetik
dieser Schritte nur bruchstiickhaft bekannt sind. Wir fassen hier
den gegenwirtigen Wissensstand von der Thiamin- und der
Cocarboxylase-Biosynthese zusammen.

Thiamin wird von den meisten Mikroorganismen und hohe-
ren Pflanzen synthetisiert. Auf einem konvergenten Weg ent-
steht Thiaminmonophosphat 7 (Schema 1) aus den phosphory-
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Schema 1. Vitamin B, (Thiamin) 6, seine Untereinheiten 1 und 4 und deren Phos-
phat- und Pyrophosphatester.

lierten, unabhingig voneinander synthetisierten Untereinheiten
4-Amino-5-hydroxymethyl-2-methylpyrimidin 1 (Pyrimidin-
Einheit) und 5-(2-Hydroxyethyl)-4-methylthiazol 4 (Thiazol-
Einheit). In Enterobakterien wird das aktive Coenzym, Thiamin-
pyrophosphat 8 (Cocarboxylase), durch Phosphorylierung aus
7 gebildet. In aeroben Bakterien und in Hefen wird 7 zu Thiamin
6 hydrolysiert und eine Pyrophosphatgruppe in einem Schritt
angeknipft, so dafl} 8 entsteht. Die meisten Enzyme, die am
Kupplungs- und Phosphorylierungsproze3 beteiligt sind, wur-
den partiell gereinigt. Fast alle Gene, die fiir die Produktion
dieser Enzyme verantwortlich sind, wurden sowohl in Escheri-
chia coli als auch in Hefen lokalisiert. Wir beschreiben hier die
neuen Erkenntnisse auf dem Gebiet der Enzymologie und der
Genetik, die seit frither publizierten Ubersichtsartikeln!® ge-
wonnen wurden, und dokumentieren den gegenwirtigen Wis-
sensstand iiber die abschlieBenden Schritte der Thiamin-Biosyn-
these.

Produkt-Vorldufer-Beziehungen bei den heterocyclischen Un-
tereinheiten von Thiamin wurden erst in den letzten 15 Jahren
festgestellt. Abgesehen vom (5-Aminoimidazolyl)ribonucleotid
(AIR) 9 (siehe Schema 2) wurde noch kein Intermediat nachge-
wiesen, und die Enzymologie auf dem Weg zu den beiden Unter-
einheiten ist vollkommen unbekannt. Erste Informationen zur
Genetik dieser Synthesewege konnten dagegen erhalten wer-
den.®! Ob auf den Stoffwechselwegen zu den heterocyclischen
Untereinheiten das freie Pyrimidin 1 und das freie Thiazol 4 oder
deren Phosphatester 2 und 5 entstehen, ist noch nicht geklart.
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Die Thiamin-Biosynthese ist ein bemerkenswertes Beispiel fiir
biochemische Vielfalt: Diese beschriankt sich nicht nur auf die
letzten Stufen der Coenzym-Biosynthese, sondern es liegen zwei
vollig verschiedene Stoffwechselwege fiir die Pyrimidin- und
Thiazol-Einheiten vor, einer in Enterobakterien und einer in
Hefen. Aerobe Bakterien nutzen den ,,Hefe-Weg* zur Thiazol-
Biosynthese, Pflanzen dagegen den Weg der Enterobakterien.

Die Arbeiten zur Identifizierung der frithen Vorstufen werden
hier kurz zusammengefat und die ,,biogenetische Anatomie*
der Pyrimidin- und Thiazol-Einheiten in Prokaryoten und Eu-
karyoten verglichen (fiir Einzelheiten der Methoden, mit denen
die Orte des Einbaus markierter Substrate ermittelt wurden, um
den Ursprung der Pyrimidin- und Thiazol-Einheiten festzustel-
len, siehe Originalliteratur). Hier werden nur die Beitrdge be-
riicksichtigt, die aufschluBreiche Ergebnisse lieferten. Frithere
Ubersichtsartikel vom Stand 1984/85 bieten detaillierte Zusam-
menfassungen der Biosynthese-Prozesse in Eukaryoten!'®) und
Prokaryoten.!'® '] Hier werden insbesondere die Fortschritte
der vergangenen zehn Jahre beschrieben, die Synthesewege ge-
geniibergestellt und die ungeldsten Probleme geschildert.

1.1. Methoden

Zum biosynthetischen Einbau markierter Substrate in Thi-
amin wurden bisher nur solche Untersuchungen verdffentlicht,
bei denen radioaktive Tracer oder stabile Isotope (mit anschlie-
Bender massenspektrometrischer Analyse) genutzt wurden. Die
Hochfeld-'3C-NMR-Spektroskopie, die aussagefihigste mo-
derne Methode zur Ermittlung von Einbaumustern, wurde erst
kirzlich erfolgreich zur Untersuchung der Thiamin-Biosynthese
eingesetzt.['2 13

Die Methode der radioaktiven Tracer erfordert nicht nur die
Isolierung von Thiamin und dessen Abtrennung von anderen
ionischen, wasserldslichen Verbindungen wie Aminosduren
(dieses Verfahren ist schwierig durchfiihrbar, so dal3 das ge-
wiinschte Produkt meistens mit Spuren von anderen radioakti-
ven Verbindungen verunreinigt ist); deshalb erfordert die Me-
thode die Herstellung und Reinigung von Derivaten im Mikro-
mallstab. Da die Verbindungen, deren Radioaktivitdt gemessen
wurde, nicht vollstindig rein vorlagen, wurden manchmal fal-
sche Schliisse gezogen. Vermutlich wurde aus diesem Grund
falschlicherweise geschlossen, dal Methionin an der Biosynthe-
se der Thiazol-Einheit von Thiamin beteiligt ist. Die meisten
Berichte tiber Experimente mit radioaktiven Tracern enthalten
keine Beschreibung der verwendeten Reinigungs- und Abbau-
verfahren.

Aus Griinden der internen Kontrolle ist es wichtig, die Vertei-
lung der Gesamtradioaktivitdt im ganzen Thiaminmolekiil zu
verfolgen und nicht nur in einer der beiden Untereinheiten: Nur
so wurde erkannt, da8 Glycin zwar bei Enterobakterien in die
Pyrimidin-Einheit (aber nicht in die Thiazol-Einheit) eingebaut
wird, bei Hefen allerdings in die Thiazol-Einheit (und nicht in
die Pyrimidin-Einheit). Damit war bewiesen, daB Prokaryoten
einen anderen Syntheseweg beschreiten als Eukaryoten.

Zur massenspektrometrischen Untersuchung der Verbindun-
gen ist deren vorherige gaschromatographische Trennung
notwendig. Keine der Arbeiten, bei der eine massenspektro-
metrischen Analyse durchgefithrt wurde, enthélt Primardaten
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dariiber, wie effektiv Verunreinigungen gaschromatographisch
abgetrennt werden konnten. So ist oft keine Aussage liber die
Reinheit der Substanzen mdglich, deren Radioaktivitit oder
Fragmentierungsmuster als Grundlage fiir biosynthetische
SchluBfolgerungen dienen.

In kiirzlich durchgefithrten Untersuchungen!!? 13 haben wir
durch Hochfeld-NMR-Spektroskopie den Einbau von Substra-
ten nachgewiesen, die mit den stabilen Isotopen '3C oder *H
markiert waren. Insbesondere wenn Proben als Substrate ver-
wendet wurden, bei denen benachbarte Kohlenstoffatome voll-
stindig !®C-markiert waren (,,bindungsmarkierte* Proben),
konnte ein entscheidender Fortschritt erzielt werden; so kann
der Transfer intakter Einheiten aus mehreren Kohlenstoffato-
men vom Vorldufer ins Biosyntheseprodukt verfolgt werden.
Bindungsmarkierte Substrate, bei denen *H-markierte Atome
an !3C-markierte Atome gebunden sind, k6nnen auf dhnliche
Weise verwendet werden. Mit '*C-markierten Proben konnte
lediglich die Ubertragung einzelner Kohlenstoffatome, nicht je-
doch die von Einheiten aus mehreren Kohlenstoffatomen, ver-
folgt werden.

Zwar werden 13C-Atome durch NMR-Spektroskopie mit ei-
ner Empfindlichkeit detektiert, die ungefihr um drei GréBen-
ordnungen niedriger ist als die der '*C-Fliissigkeitsszintilla-
tions-Zahlung,'* dennoch ist die Anwendung von '3C-mar-
kierten und insbesondere von !*C-bindungsmarkierten Substra-
ten gegenwirtig die Methode der Wahl bei Biosynthese-Unter-
suchungen, mit denen Vorldufer-Produkt-Beziehungen geklart
werden sollen. Ein entscheidender Vorteil der Methode ist, dal3
durch '3C-NMR-Spektroskopie nicht nur die Position der Mar-
kierung, sondern auch die Identitit der markierten Probe und
ihre chemische Reinheit ermittelt werden kénnen. So wird mit
13C-markierten Substraten die chemische Umsetzung sehr klei-
ner Probenmengen auf ein Minimum beschrinkt; diese ist bei
biochemischen Untersuchungen mit radioaktiven Tracern®!
unumgéinglich, einerseits um radioaktive Produkte zu derivati-
sieren, denn nur so kann die radiochemische Reinheit ermittelt
werden, und andererseits um Reaktionssequenzen kontrollier-
ten chemischen Abbaus durchzufiihren und so den Ort der Mar-
kierung festzustellen.

Studien mit *3C-Tracern sind nur erfolgreich, wenn die Si-
gnale im *C-NMR-Spektrum des Produkts verldBlich zuzuord-
nen sind und der Grad der '3C-Anreicherung im Produkt fiir
eine Detektion durch Hochfeld-NMR-Spektroskopie ausrei-
chend ist. Geringe Markierungsgrade an einzelnen Positionen
des Produktes sind viel schwieriger festzustellen als eine Anrei-
cherung bei bindungsmarkierten Proben. Im ersten Fall kann
die Signalverstdrkung nur durch Vergleich mit der Signal-
intensitdt einer Probe mit natiirlicher Hdufigkeit an *C festge-
stellt werden; im zweiten Fall wird die Markierung, die auf den
Einbau benachbarter, !3C-markierter Kohlenstoffatome zu-
riickzufithren ist, durch das Auftreten neuer Satellitenpeaks
deutlich, die im Spektrum der nichtmarkierten Probe fehlen.
Treten diese Satellitenpeaks im '3C-NMR-Spektrum eines Bio-
syntheseproduktes auf, 148t dies auf den Einbau '*C-13C-, also
bindungsmarkierter Substrate schlieBen und ist ein Beweis da-
fiir, daB eine Einheit aus mehreren Kohlenstoffatomen vom
Substrat auf das Produkt iibertragen wurde.

Eine wichtige praktische Einschrdnkung dieser Methode ist,
dafl — abgesehen von den géngigsten Substraten — nur sehr
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wenige 13C-markierte und insbesondere !*C-bindungsmarkier-
te Verbindungen kommerziell erhéltlich sind; diese sind dariiber
hinaus relativ teuer. Fiir spezielle Untersuchungen miissen die
markierten Substrate daher aus verfiigbaren markierten Chemi-
kalien synthetisiert werden.

2. Die Biosynthese der Pyrimidin-Einheit

GemaB der Ergebnisse von Isotopenexperimenten, die bei Or-
ganismen wie Hefen (Candida utilis und Saccharomyces cerevi-
siae) und Enterobakterien (E. coli und Salmonella typhimurium)
durchgefiihrt wurden, wird die Pyrimidin-Einheit von Thiamin
auf unterschiedlichen Wegen synthetisiert. Formiat ist zwar
stets beteiligt, nimmt aber verschiedene Positionen im Pyrimi-
dinring ein (C4 bzw. C2). Glycin und Ribose sind die Vorldufer
fiir die anderen Kohlenstoffatome in Prokaryoten, E. coli und
S. typhimurium (Schema 2). In Eukaryoten wird Glycin nicht

v *
PO o - NH2 °
5e H
Ribose— -~ "N No o 02C>D
HO OH =& HCOH | &
g 3
/ \
e N -
* NH2
N .
N =\ ° 5
H‘|r .42 s}N % *N’i/“ 5" AOH
9 o
8 Q. 18
o's{”Y NH, CHT 2N o
] 2’ [ ]
Purine 1

Schema 2. Die Biosynthese der Pyrimidin-Einheit 1 von Thiamin in fakultativ
anaeroben Bakterien. Die Vorldufer-Produkt-Beziehungen verdeutlichen die Be-
teiligung von 9, einer Purin-Vorstufe (N* stammt aus dem Amid-N-Atom von
Glutamin; fiir Zwischenschritte auf dem Weg von 9 nach 1 siche Schema 4; die mit
Symbolen gekennzeichneten Atome wurden in mehreren Experimenten isotopen-
markiert).

zum Aufbau der Pyrimidin-Einheit genutzt; Glucose liefert, ver-
mutlich iiber Pentulosephosphat, alle iibrigen Kohlenstoffato-
me (Schema 3). Es gibt Hinweise auf die Identitdt einiger Inter-
mediate zwischen den frithen Vorldufern und dem Endprodukt;
allerdings konnten obligate Zwischenstufen bisher nicht identi-
fiziert werden, und der Mechanismus, nach dem die Bausteine
zur Endstruktur zusammengesetzt werden, ist nahezu unbe-
kannt.

2.1. Formiat und Glycin als Vorliufer

Formiat war der erste Vorldufer der Pyrimidin-Einheit, der
durch Isotopen-Tracer-Experimente identifiziert wurde.!'®
Durch chemischen Abbau von Thiamin aus [**C]Formiat wur-
de festgestellt, daB die Markierung bei E. coli B™ 7' und anderen
Prokaryoten™® '* ausschlieBlich in der C2-Position der Pyrimi-
din-Einheit auftritt (Schema 2), in S. cerevisize!?®>2'1 und ande-
ren Eukaryoten!'®! dagegen ausschlieBlich in der C4-Position der
Pyrimidin-Einheit (siche Schema 3). Nur ein Fall ist bekannt, in
dem die Markierung sowohl die C2- (zu ca. 75%) als auch die
C4-Position (zu ca. 25%) der Pyrimidin-Einheit einnimmt.[>?!

1100

PN

2 CH20H 1 CH20H
iiber
3 o Pentulose- ? 0
4 H OH phosphat 4 H OH
s H OH s H OH
6  CH20H 6  CH20H
1 1

1/‘H§:2H\1
)

* NH2

Schema 3. Die Biosynthese der Pyrimidin-Einheit 1 in Eukaryoten (Hauptweg).
Vorldufer-Produkt-Beziehiungen. Die Zahlen an den Kohlenstoffatomen beziehen
sich auf die Kohlenstoffatome von Glucose 10 (N* stammt aus dem Amid-N-Atom
von Glutamin).

Bei Enterobakterien liefert Glycin drei Atome des Pyrimidin-
rings. So stellte man bei einer Glycin-abhéngigen Mutante von
S. typhimurium LT2!2% einen starken Einbau von [1-'4C]- und
[2-1*C]Glycin fest. Wie durch chemischen Abbau nachgewiesen
wurde, traten die Carboxy(C1)- und die Methylen(C2)-Gruppe
von Glycin in den Positionen C4!18! bzw. C6!24) der Pyrimidin-
Einheit auf (siche Schema 2). Analoge Ergebnisse erhielt man
aus massenspektrometrischen Untersuchungen von Thiamin,
das aus E. coli B isoliert wurde, nachdem die Bakterien jeweils
mit [1-13CJ-, [2-'3C]- und [*3N]Glycin!?! inkubiert worden wa-
ren. Ob Glycin als intakte Einheit in die C6-, C4- und N1-Posi-
tionen des Pyrimidinrings eingebaut wird, muBl noch geklart
werden.

Bei Eukaryoten, genauer bei S. cerevisiae, liegen die Markie-
rungen aus [2-!4CJ-1261 und [**N]Glycin!>"! in der Thiazol-Ein-
heit (siehe Schema 6) und nicht in der Pyrimidin-Einheit von
Thiamin vor. Anderen Studien zufolge wurden Markierungen
aus [1-1*C]Glycin,?8! [15N]Glycin!??! oder ['°N,2-'*C]Gly-
cin'*?! nicht in die Pyrimidin-Einheit eingebaut.

2.2. (5-Aminoimidazolyl)ribonucleotid, eine spite Vorstufe
in Enterobakterien

Formiat und Glycin sind seit vielen Jahren als Vorstufen des
Purinrings bekannt.*®! Das (5-Aminoimidazolyl)ribonucleotid
(AIR) 9 tritt dabei als Intermediat auf (Schema 2). C2 des Ring-
systems von 9 stammt aus Formiat, die C,N-Einheit, N3,C4,C5,
aus der intakten N-C-C-Kette von Glycin. Die iibrigen Stick-
stoffatome, N1 und NH,, stammen aus dem Amidstickstoff-
atom von Glutamin (Schema 2). Bei E. coli haben die drei Stick-
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stoffatome der Pyrimidin-Einheit denselben Ursprung: N1
stammt aus Glycin,?*! die beiden anderen Stickstoffatome aus
Glutamin.?®! Weil 9 die Anforderungen einer Mutante von
S. typhimurium LT2 erfiillte, bei der sowohl der Syntheseweg
zum Purin- als auch zum Pyrimidinring von Thiamin blockiert
war, schlossen Newell und Tucker,*1! daB 9 auch eine Schliissel-
stellung in der Biosynthese der Pyrimidin-Einheit von Thiamin
einnehmen miite. Diese Hypothese wurde durch zwei weitere
Experimente gestiitzt: Markiertes 9, das biosynthetisch aus
[1-'*C]Glycin erhalten wurde, wird in die Pyrimidin-Einheit ein-
gebaut, ohne daB die spezifische Aktivitit herabgesetzt wird ;3!
die Markierung des [3-!°N]- und des [*’NH,}(5-Aminoimida-
zolyl)ribonucleosids tritt in N1
bzw. NH, der Pyrimidin-Ein-
heit auf 3% HO-5

Die CH;-Gruppe, C2’, und ‘ SN
die C,-Gruppe, C5, C5, der Py-
rimidin-Einheit leiten sich nicht
vom Aminoimidazolkern des
(5-Aminoimidazolyl)ribonucleo-
sids oder -ribonucleotids ab.
Der Riboseteil von 9 wurde als
Vorstufe von C5, C5' der Pyri-
midin-Einheit  vorgeschlagen,
als man feststellte, daB in
E. coli (IFO 13168) C5 durch
[6-'*C]Glucose markiert wur-
de.?3! Die Uberfithrung einer
. . . RingschiuB
intakten C,-Einheit aus D- l Ringerweiterung
[1,2,3,4,5,6-13C]Glucose in die
C,-Einheit CS, C5' des Pyrimi- +
dinrings in der FE.-coli-B-Mu- Ut

HO OH

5

NH,
& 1 /S
\—N A!dose— HO \—'N Uber \—N iper O
Ketose- Endiol Endiol OH

Gleichgewicht

maBen gedeutet werden: Die Umsetzung des (5-Aminoimidazo-
lyDribonucleosids (oder (5-Aminoimidazolyl)ribonucleotids)
zur Pyrimidin-Einheit (oder zum entsprechenden 5'-Phosphate-
ster) erfordert die Spaltung von fiinf Bindungen des Vorldufers
(Imidazol C4, C5; Ribose C1, C2; C2, C3; C3, C4; Imidazol N1,
Ribose C1). Gleichzeitig werden zwei Kohlenstoffatome, C1
und C3 der Ribose-Einheit, entfernt und drei neue Bindungen
gekniipft (Imidazol C2, Ribose C2 zu Pyrimidin C2, C2'; Imida-
zol C4, Ribose C4 zu Pyrimidin C6, C5; Imidazol C5, Ribose C4
zu Pyrimidin C4, CS5). Die Ergebnisse legen einen intramoleku-
laren Prozel3 nahe. Eine chemisch sinnvolle Hypothese zum Me-
chanismus eines derartigen Prozesses ist in Schema 4 dargestellt.
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pie bestétigt werden.!'?) Daf3 9
alle Kohlenstoffatome der Pyri-
midin-Einheit liefert, stellten
David und Mitarbeiter beim
S.-typhimuriym-Stamm thi 10/T
von Newell und Tucker fest.
Durch das[U-!3C](5-Aminoimidazolyl)ribonucleosid wurde die
Pyrimidin-Einheit in Gegenwart von Glucose mit **C markiert,
allerdings trat keine Markierung auf, wenn man [U-!3C]Glu-
cose und das unmarkierte (5-Aminoimidazolyl)ribonucleosid
einsetzte. In einem weiteren Experiment wurde die Markierung
des 5-Aminoimidazolyl-[U-**CJribonucleosids vorwiegend an
C2" und CS5, C5' nachgewiesen, den drei Atomen, die nicht aus
dem 5-Aminoimidazolring stammen. Untersuchungen mit ra-
dioaktiven Proben des (5-Aminoimidazolyl)ribonucleosids 33!
und des 5-Aminoimidazolyl-[2-!*C]ribonucleosids[3?! ergaben,
daB sich C2’ der Pyrimidin-Einheit von C2 des Riboseteils des
(5-Aminoimidazolyl)ribonucleosids ableitet. Die Umsetzung
lauft intramolekular ab, wie aus dem gleichzeitigen Einbau von
[*3C]Ribose- und [*°N]Imidazol-markiertem (5-Aminoimida-
zolyl)ribonucleosid geschlossen wurde.!>?!

In Prokaryoten ist 9 demnach nicht nur ein Intermediat in der
Biosynthese der Nucleinsdure-Purine, sondern auch in der der
Pyrimidin-Einheit von Thiamin. Die Ergebnisse der beschriebe-
nen Isotopenexperimente (siche Schema 2) kénnen folgender-

2 (6]
Jd C

OH
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Schema 4. Eine chemisch sinnvolle Hypothese zum Mechanismus der intramolekularen Umsetzung des (5-Aminoimida-
zolyl)ribonucleosids in die Pyrimidin-Einheit von Thiamin in Prokaryoten.

2.3. Glucose als Vorstufe in Hefen

Bei Hefen stammen die Kohlenstoffatome der Pyrimidin-Ein-
heit von Thiamin aus Formiat und Glucose. Wihrend das (5-
Aminoimidazolyl)ribonucleotid ein Vorlaufer von Nucleinsdu-
re-Purinen bei S. cerevisiae — und vermutlich auch bei anderen
Eukaryoten®®! — ist, tritt es bei dieser Hefe nicht als Zwischen-
stufe der Thiamin-Biosynthese auf. Der Biosyntheseweg zur Py-
rimidin-Einheit bei Hefen unterscheidet sich dartiber hinaus von
dem bei Enterobakterien in der Art, wie Kohlenhydrat-Vorstu-
fen eingebaut werden. Bei C. utilis wurden Markierungen aus
[1-14C]-, [2-1*C]- und [6-'*C]Glucose in die Pyrimidin-Einheit
eingebaut, aber man erhielt widerspriichliche Ergebnisse bei
dem Versuch, die genaue Position der Markierung zu ermit-
teln.B*®! Bei S. cerevisiae ATCC 24903 konnte die Verteilung der
Markierung aus [1-'*C]-, [2-*C]-, [6-'*C)- und [6-!%C6-
3H]Glucose und aus [1-**C]Fructose in der Pyrimidin-Einheit
durch vollstindigen chemischen Abbau ermittelt werden.[?2!
Dabei trat ein komplexes Verteilungsmuster auf, ein Hinweis
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auf zwei voneinander unabhingige Synthesewege, einen Haupt-
und einen Nebenweg. Auf dem Hauptweg (Schema 3) wird For-
miat als C4 in die Pyrimidin-Einheit eingebaut, die fiinf Koh-
lenstoffatome C2', C2, C6, C5 und C5 der Pyrimidin-Einheit
stammen aus Glucose, Vorldufer ist vermutlich die Pentulose
11. Auf dem in Schema 3 nicht dargestellten Nebenweg tritt
Formiat als C2 in der Pyrimidin-Einheit auf, und die letztlich
aus Glucose stammenden Kohlenstoffatome C1, C2 einer Pen-
tulose liefern CS, C4 der Pyrimidin-Einheit. Der Ursprung von
C2', C5' und C6 ist noch unbekannt. Diese Zweigleisigkeit wur-
de bisher in keinem anderen Stamm von S. cerevisae und auch
nicht in einem anderen Eukaryot festgestellt.

GemaB einer kiirzlich durchgefiihrten !3C-NMR-Untersu-
chung iliber den Einbau von Markierungen aus p-[1,2,3,4,5,6-
13C,]Glucose in Thiamin bei S. cerevisiae ATCC 7752 (= IFO
1234) werden eine intakte C,-Einheit von Glucose in die C,-Ein-
heit C2', C2 und eine intakte C,-Einheit in die C,-Einheit C6,
C5, C5' der Pyrimidin-Einheit von Thiamin {iberfiihrt.!*?! Dies
bestitigt die Art des Einbaus von Glucose im Hauptweg, wie er
durch '*C-Markierungsstudien nachgewiesen wurde. Bei die-
sem Hefestamm gab es keine Hinweise auf den Nebenweg.

2.4. Spite Pyrimidin-Vorstufen in Hefen

Nach einem fritheren Bericht iiber die Isolierung einer spiten
Vorstufe der Pyrimidin-Einheit®”! in S. cerevisiae weist diese
Verbindung ein UV-Absorptionsmaximum bei 259 nm auf. Im
'H-NMR-Spektrum treten drei Signale auf: 6 = 2.0 (s, 3H,
CH,CO 7),6.2(d, 2H, Vinylgruppe CH,CH="?)und 8.5 (t,3H,
7). Ohne weitere Information kann kein Strukturvorschlag ge-
macht werden, so daBl die Verbindung erneut isoliert werden
mul}, bevor man verldBliche Schliisse ziehen kann.

Histidin®*® und Pyridoxin!3® 4% sind kiirzlich als Vorldufer
der Pyrimidin-Einheit von Thiamin bei S. cerevisiae IFO 1234
vorgestellt worden (Schema 5). Die Markierung aus L-[2-!*C]-
Histidin wird in eine unbekannte Position der Pyrimidin-Einheit
eingebaut (vermutlich C4) — wobei sich die spezifische Aktivitit
kaum &ndert — die aus [1,3-!°N,]Histidin tritt in N3 und der
NH,-Gruppe der Pyrimidin-Einheit auf. N1 von Histidin
stammt aus der NH,-Gruppe von Asparaginsdure, eine Markie-
rung aus ['*N]Asparaginsiure kann als N3 der Pyrimidin-Ein-

N-5-Formimino-

tetrahydro-
folat
| HCO-H
NH3 /CH -— - +
_~HN N-Quelle
HOZClZ{ N NH, L7 \ o, z.B. Aspartat
- \
5 NH ? NH,
D T A
-*N R _N_(/s| OH
zQz\‘:
+ OH ” N\ ?
1
i 5 ?2 71
HO A ™on b
~g- ?
PR Tl 9 M
H )J\N
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Schema 5. Einbau von Fragmenten aus Pyridoxol und L-Histidin in die Pyrimidin-
Einheit von Thiamin bei Hefen gemiB Literaturangaben.
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heit nachgewiesen werden; daher schlo man, dal N1 von
Histidin N3 der Pyrimidin-Einheit liefert und N3 von Histi-
din, das aus dem Amidstickstoffatom von Glutamin stammt,
zur NH,-Gruppe des Produktes wird. Allerdings kdnnen so-
wohl N3 als auch die NH,-Gruppe der Pyrimidin-Einheit aus
dem Amidstickstoffatom von Glutamin stammen.!*®1 15N aus
DL-[a-Amino-'*N]JHistidin wurde nicht in die Pyrimidin-Ein-
heit eingebaut, genauso wenig spielen die {ibrigen Kohlen-
stoffatome von Histidin bei der Biosynthese eine Rolle.[*!! Dem-
nach wird e¢in intaktes N1,C2,N3-Bruchstiick von Histidin,
entstanden durch die Spaltung des Imidazolrings, zur N-C-N-
Einheit, N3, C4, NH,, der Pyrimidin-Einheit. Sowohl der
Einbau eines intakten Histidin-Fragments als auch ein frither
Aminierungsschritt im Pyrimidin-Syntheseweg sind in Einklang
mit der Tatsache, daBl deuteriertes 4-Hydroxy-5-hydroxy-
methyl-2-methylpyrimidin bei S. cerevisiae nicht eingebaut
wird.[42

Der Einbau eines intakten N-C-N-Bruchstiicks aus Histidin
wurde allerdings noch nicht experimentell untersucht. Eine an-
dere Interpretation der Ergebnisse ist plausibel: Der Histidin-
Katabolismus — iiber Urocansdure und 4-Imidazolon-5-pro-
pionsdure —ist ein Stoffwechselprozef3, der bei Bakterien griind-
lich untersucht wurde, aber nicht bei Hefen. Bei diesem ProzeB3
wird die N1,C2-Einheit des Imidazolkerns von Histidin — also
das Stickstoffatom aus Aspartat und das Kohlenstoffatom aus
Formiat — auf Folsdure iibertragen. Es entstehen N-5-Formi-
minotetrahydrofolat!*3 und anschlieBend N-5-Formyltetra-
hydrofolat, zwei der klassischen C,-Donoren zum Formiat-Ein-
bau.*#! Nach unserer Vorstellung ist es wahrscheinlich, da
C2 und moglicherweise auch N1 des Histidinkerns auf diesem
indirekten Weg in den Pyrimidinkern von Thiamin gelangen
(Schema 5).

Das C,NC;-Fragment der Pyrimidin-Einheit, C2', C2, N1,
C6, CS, C5, leitet sich vermutlich direkt aus der entsprechenden
C,NC,-Pyridoxol-Einheit ab.f*® Dies wurde aus Ergebnissen
von Konkurrenzexperimenten mit 3NH,*Cl™ in Gegenwart
unmarkierter Substrate wie Pyridoxol!3) sowie aus Versuchen
zum Einbau !3C- und ?H-markierter Proben von Pyridoxol ge-
schlossen.?! Die Pyridoxol-Biosynthese ist bei Hefen génzlich
unerforscht. Moglicherweise folgt sie nicht dem Weg, der sich
fiir die Pyridoxol-Biosynthese in E. coli abzeichnet.1**] Nach
bisherigen Kenntnissen findet bei E. coli kein direkter Einbau
eines Pyridoxolfragments in die Pyrimidin-Einheit statt; der
Einbau markierter Substrate (z. B. Pyruvat und Glycin) in Pyri-
doxol bei E. coli einerseits!**! und in die Pyrimidin-Einheit bei
Hefen andererseits sind nicht in Einklang.

Welche Konsequenzen sich aus dem Einbau eines intakten
Pyridoxol-Bruchstiicks in die Pyrimidin-Einheit ergeben, kann
erst abgeschitzt werden, wenn etwas iiber Biosynthese und
Stoffwechsel von Pyridoxol in Eukaryoten bekannt ist. Der Py-
ridoxin-Katabolismus wurde bei Bodenbakterien untersucht,
die das Vitamin als ausschlieBliche Kohlenstoff- und Stickstoff-
Quelle nutzen konnen.¢~ 48! In diesen Organismen tritt fol-
gende Reaktionssequenz auf: Oxidation der C4'- und C5'-Hy-
droxymethylgruppen von Pyridoxol und anschlieBender Verlust
der Carboxygruppe an C4; die entstandene 3-Hydroxy-2-me-
thylpyridin-5-carbonsdure!® ™ unterliegt einer enzymkataly-
sierten oxidativen Spaltung an der C2,C3-Bindung des Pyridin-
kerns, so daB 4-N-Acetylamino-3-carboxybut-3-ensdure, CH;-
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CONHCH=C(CO,H)CH,CO,H (a-N-Acetylaminomethylen-
bernsteinsiure*¢!) entsteht, die weiter abgebaut wird.'*# Nach
Ergebnissen von Tracer-Untersuchungen sind Pyridoxol und
die Pyrimidin-Einheit von Thiamin biogenetisch verwandt. Eine
Zwischenstufe, die diese Verwandtschaft verdeutlichen konnte,
wiirde bei einer analogen Reaktionsfolge geliefert, bei der die
C5'-Hydroxymethylgruppe nicht oxidiert wird, sondern bis zur
Ring6ffnung erhalten bleibt.

3. Die Biosynthese der Thiazol-Einheit

Isotopen-Fiitterungsversuche, die zur Identifizierung der er-
sten Vorstufen durchgefiihrt wurden, ergaben, dafl Enterobak-
terien und Hefen zur Biosynthese der Thiazol-Einheit 4 unter-
schiedliche Wege nutzen. In E. coli und S. tymphimurium liefern
L-Tyrosin 14 und 1-Desoxy-D-xylulose 15 die Stickstoff- und
Kohlenstoffatome der Thiazol-Einheit, in Hefen dagegen Gly-
cin und die D-Pentulose 11 (Schema 6). Griine Pflanzen schla-
gen vermutlich denselben Syntheseweg ein wie Enterobakterien,

HOQC\/CH:‘) OHC
¥ OH .
fo) + HOH D-Glucose
12 [\_002 1 [

HO H
14 15 1
) HoN_ H /C
CO2 HORG X _SH CO2
HO \)\« 17 ’/(
\©\CH20H CH3COCO2H H*
16 \\ + NH3 /
.
N 4 CH3
v |
ZKS s 7OH
1
4

Schema 6. Die Biosynthese der Thiazol-Einheit 4 in fakultativ anaeroben Proka-
ryoten (E. coli und andere Enterobakterien sowie hohere Pflanzen, links) und in
Eukaryoten (aerobe Bakterien, Hefen, rechts); Vorldufer-Produkt-Beziehungen;; fiir
Schritte zwischen 14+ 15 und 4 siehe Schema 7, fiir Schritte zwischen 11 und 4 siche
Schema 8.

wihrend der Hefe-Syntheseweg von aeroben Bakterien genutzt
wird (Bacillus subtilis und Pseudomonas putida). Das Schwefel-
atom stammt moglicherweise aus Cystein 17. Die Bildung der
Thiazol-Einheit aus diesen Substraten kann mit chemisch sinn-
vollen Hypothesen erkldrt werden (siche Schema 7 und §).
Allerdings wurden die Zwischenstufen des Syntheseweges bisher
nicht identifiziert.

3.1. Die Quelle des Schwefelatoms
Zwar wurden Konkurrenzexperimente und Versuche durch-
gefithrt, um die Effizienz des Einbaus zu untersuchen, aber end-

giiltige Schluflfolgerungen werden nur anhand von Ergebnissen

Angew. Chem. 1997, 109, 1096-1111
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weiterer enzymologischer und genetischer Untersuchungen
moglich sein. Im allgemeinen wird Cystein als Quelle fiir das
Schwefelatom in Enterobakterien angesehen. Markierungen
aus [>*S]Cystein oder [>*S]Methionin werden bei E. coli ATCC
963741 mit gleicher Effizienz eingebaut; fiir E.coli [FO
13168159 3 wurde allerdings von einem stirkeren Cystein-Ein-
bau berichtet. Cystein verringert die Aufnahme von Markierun-
gen aus [33S|Sulfat bei der E.-coli-Mutante 70-17*?) und aus
[3°S]Thiocystein bei E. coli K12 hpbAd~, und zwar effektiver als
Methionin.[>3! Allerdings reduziert Methionin bei S. typhimu-
rium ATCC 23592 den Cystein-Einbau.l*#!

Markierungen aus L-[>3S]Cystein und L-[**S]Methionin wer-
den von S. cerevisiae in Thiamin eingebaut. Die Berichte iiber
die relative Effizienz des Einbaus aus beiden Substraten sind
widerspriichlich.[*® 311 Bei S. cerevisiae NCYC 1062 war L-Me-
thionin wirkungsvoller als L-Cystein beziiglich der Verringerung
der 33S-Aufnahme aus [*3S]Sulfat, allerdings hatten andere
schwefelhaltige Substanzen (einschlieBlich Na,S) die gleiche
Wirkung.13%!

3.2. Glycin und Tyrosin als Vorstufen

In Hefen und aeroben Bakterien liefert ein CN-Fragment,
das durch Decarboxylierung von Glycin enstanden ist, das
C2,N-Fragment der Thiazol-Einheit. So bauen B. subtilis,
P. putida,*®1 S. cerevisiae'*”- 3%} und andere Eukaryoten®%! die
Markierung aus ['>N]Glycin in die Thiazol-Einheit ein. Die
Markierung aus [¢-'4C]Glycin tritt bei B. subtilis ATCC
6633571 ausschlieBlich an C2 der Thiazol-Einheit auf. Dies
konnte auch bei mehreren Stidmmen von S. cerevi-
siqe'?8:27:38. 591 durch chemischen Abbau nachgewiesen wer-
den. Die Carboxygruppe von Glycin tritt nicht in Thiamin
auf 1?7 %% Die Uberfiihrung einer intakten '*N-*3C-Einheit aus
[**N,2-13C]Glycin in das N3,C2-Fragment der Thiazol-Einheit
wurde kiirzlich festgestellt.l!?!

Dagegen wird die Markierung aus [a-**C]Glycin bei
S. typhimurium'®® nicht in die Thiazol-Einheit aufgenommen.
Dariiber hinaus bauen weder E. coli noch Enterobacter aeroge-
nes die Markierung aus [**N]Glycin in die Thiazol-Einheit
ein.’® Durch das Stickstoff- und das a-Kohlenstoffatom einer
anderen Aminosdure (Tyrosin) wird das C2,N-Fragment der
Thiazol-Einheit geliefert. Bei E. coli'®*® %1 und E. aerogenes'®
wird das Stickstoffatom von [1*N]Tyrosin in die Thiazol-Einheit
eingebaut; die Markierung von [a-!*C]Tyrosin tritt bei
E. coli®®und S. typhimurium'®®! an C2 der Thiazol-Einheit auf
(siche Schema 6). Diese Markierung wurde auch in Gegenwart
von unmarkiertem Glycin und Methionin eingebaut, so daB
diese Aminosiduren wahrscheinlich nicht am biosynthetischen
Aufbau der Einheit beteiligt sind. Der Einbau der Markierung
aus [¢-1*C]Tyrosin in Thiamin wurde auch fiir Chloroplasten
aus Spinatbldttern berichtet, allerdings wurde die Position der
Markierung nicht ermittelt.'® In E. coli wird nur C2 der Thia-
zol-Einheit durch [U-*#C]Tyrosin!®?! markiert. Dies deutet dar-
auf hin, daB nur das a-Kohlenstoffatom von Tyrosin in die
Thiazol-Einheit eingebaut wird. Der Einbau einer intakten a-
C,N-Einheit aus Tyrosin ist wahrscheinlich, allerdings nicht ex-
perimentell bewiesen. Deuterium aus [3',5'-2H,]Tyrosin wird
von E. coli B in p-Hydroxybenzylalkohol 16 eingebaut; da sich
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p-Hydroxybenzylalkohol- und Thiaminsynthese entsprechen,
sollte 16 wihrend der Thiamin-Biosynthese entstehen.[64]

Bei B. subtilis oder P. putida'®® wird keine Markierung aus
[!5N]Tyrosin in die Thiamin-Einheit aufgenommen, bei S. cere-
visiae keine aus [¢-'*C]Tyrosin.[?! Die Tatsache, daB sich Gly-
cin- und Tyrosin-Einbau gegenseitig ausschlieBen, zeigt, daf3
zwei Wege fiir die Thiazol-Biosynthese vorliegen, einer in aer-
oben Bakterien und Hefen, ein anderer in Enterobakterien und
Pflanzen (siehe Schema 6).

3.3. Kohlenhydrat-Vorstufen in Enterobakterien

Den ersten Hinweis auf den Ursprung der C,-Kette der Thia-
zol-Einheit lieferten Untersuchungen an E. coli B iiber den Ein-
bau von Glucose, Glycerin und Brenztraubensiure, die mit sta-
bilen Isotopen markiert waren.!®*! Der mehrfache Einbau von
Deuterium aus [1-?H]Glucose und der Einbau einer Markierung
aus [U-13C4]Glucose sind Hinweise darauf, daB eine C;-Einheit
(die C5, C6, C7 liefert) mit einer C,-Einheit (die C4', C4 liefert)
verkniipft wird. Die Thiazol-Kohlenstoffatome, die sich aus der
C,-Einheit ableiten, wurden auch durch [6,6'-2H,]- und [5,6,6'-
2H,]Glucose markiert.[®3! Dariiber hinaus ist der Einbau von
(R)-[(R,S)-1-2H]- und (R)-[(R,S)-1-2H,1-180]Glycerin mit der
Hypothese eines C,-Vorldufers in Einklang.!®®! Die Vermutung,
daB sich die C,-Einheit von Pyruvat ableitet, wird gestiitzt
durch die Tatsache, daB3 bei E. coli eine intakte CD,-Gruppe
aus [3-2H,JPyruvat!®> und Markierungen aus [U-!1*C]Alanin,
[3-1*C}- und [2-'*C]Pyru-
vatB®!! eingebaut werden.
Allerdings wurde [U-*#C]-
Alanin bei S. typhimu-
rium ATCC 23592 nicht ein-
gebaut.1® Kiirzlich wurde
ein iiberzeugender Hinweis
fir den Aufbau der C;-Ein-

heit aus zwei kleineren 1
Bruchstiicken geliefert, die N CH3
sich  von D-[1,2,3,4,5,6- —~
13C,]Glucose ableiten: In HO ¥

der E.-coli-B-Mutante WG2 oo S)

werden zwei intakte Einhei- HO €
ten in die Thiazol-Einheit
von Thiamin eingebaut — ei-
ne C,-Finheit, die die Posi-

NH3 J

tionen C4' und C4, sowie ei- +H CH3
ne C;-Einheit, die die Posi- )j/\
tionen CS, C6 und C7 ein- 21 =— =+— 0023..) OH
nimmt. Dies konnte 3C-

NMR-spektroskopisch Ho 19

nachgewiesen werden.!!?!
Die C;-Verbindung, die
aus der Verkniipfung der C,-
und C,-Fragmente hervor-
geht und ein direkter Vorldu-
fer der C5-Kette der Thiazol-
Einheit ist, wurde bei E. coli
als 1-Desoxy-D-xylulose 15
identifiziert.167- 681 [{-Hj,

16
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5-2H,]1-Desoxy-D-xylulose (1-Desoxy-D-threo-pentulose) wird
vollstindig in die Thiazol-Einheit eingebaut, wie das Auftreten
von Deuterium in den Positionen C4' und C7 belegt.!’”! Ein
Einbau des entsprechenden D-erythro-Isomers findet nicht
statt.168!

Kiirzlich wurden zwingende Beweise dafiir erhalten, daB3 15
als vollstindige Einheit in die Thiazol-Einheit von Thiamin ein-
gebaut wird: Durch **C-NMR-Spektroskopie wurde bei der
E.-coli-B-Mutante WG2 nachgewiesen, daB3 die intakte **C-
13C-Bindung von [2,3-13C,]1-Desoxy-D-xylulose'®*! in der C,-
Einheit, C4, CS, der Thiazol-Einheit von Thiamin auftrat.[!*
Ahnliche Untersuchungen ergaben, daB diese Pentulose auch
ein spiter Vorldufer von Pyridoxin ist, einem weiteren B-
Vitamin.[!?- 451

1-Desoxy-D-xylulose 15 wurde aus Kulturen von Streptomy-
ces hygroscopicus UC-560117%" und aus teilweise gereinigten,
zellfreien Extrakten mehrerer Bakterienarten isoliert, die mit
Pyruvat 12, p-Glycerinaldehyd 13 und Thiaminpyrophosphat
inkubiert worden waren.[’!1 Die Bildung von 15 wurde durch
Papierchromatographie bei zellfreien Extrakten vieler Bakterien
nachgewiesen; in Hefe- und Pilzextrakten wurden allerdings si-
gnifikant geringere Mengen gebildet.!”!) Pyruvat-Dehydrogena-
se (EC 1.2.4.1), die aus B. subtilis IFO 13719 und E. coli isoliert
wurde, katalysiert die Kondensation von 12 mit 13.172) Der Auf-
bau des Thiazol-Vorldufers 1-Desoxy-D-xylulose 15, der durch
die Pyruvat-Dehydrogenase katalysiert wird, erfordert Thi-
aminpyrophosphat als Coenzym auf dem Thiazol-Syntheseweg
der Thiamin-Biosynthese. Dies ist zwar bemerkenswert, aber
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Schema 7. Hypothese zum Mechanismus der Biosynthese der Thiazol-Einheit aus L-Tyrosin 14 und 1-Desoxy-D-xylulose 15 in
fakultativ anaeroben Prokaryoten; fiir Schritte zwischen 18 und 22 siche Schema 10, fiir Schritte zwischen 19 und 21 siche Schema 9.
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nicht einzigartig: Sowohl Pyridoxin!’* als auch Biotin!"#! sind
an ihrer eigenen Biosynthese beteiligt.

In Enterobakterien wird die Thiazol-Einheit somit von Tyro-
sin 14, 1-Desoxy-D-xylulose 15 (oder 1-Desoxy-D-xylulose-5-
phosphat) und einem Schwefeldonor (z. B. Cystein 17) aufge-
baut. Nach Bildung der Schiff-Base 18 und anschlieBenden
Tautomerisierungs-, Decarboxylierungs-, Eliminierungs- und
Additionsreaktionen werden die Thiazol-Einheit 4 und p-Hy-
droxybenzylalkohol 1654 geliefert (Schema 7). Bei 1-Desoxy-
D-xylulose 15 als Vorstufe ist ein Oxidationsschritt erforderlich.
Dieser kann durch oxidative Spaltung von Tyrosin (Schema 7)
erfolgen oder durch Oxidation der Desoxyxylulose-Einheit an
C3 mit anschlieBendem reduktivem Zerfall von Tyrosin (analog
zum Deprotonierungsschritt auf dem Glycin-Syntheseweg in
Schema §8). Wie eine Untersuchung der p-Hydroxybenzyl-Deri-

Bildung zweier Metaboliten, 5-(2-Hydroxyethyl)-4-methylthia-
zol-2-carbonsdure 21175 und 5-(1,2-Dihydroxyethyl)-4-methyl-
thiazol 22,177 erkliren zu konnen. Diese sind strukturchemisch
mit der Thiazol-Einheit verwandt. Die Markierung von [Car-
boxy-'#C]Tyrosin wird in 21 eingebaut. Diese Verbindungen
sind vermutlich eher Nebenprodukte als Zwischenstufen der
Thiamin-Biosynthese.

3.4. Kohlenhydrat-Vorstufen in Hefen

Auch die C;-Kette der Thiazol-Einheit in S. cerevisiae ATCC
24903078791 stammt aus einem Kohlenhydrat. Nach Markie-
rungsstudien entsteht sie aus einer intakten Pentulose und nicht
durch Verkniipfung einer C;- mit einer C,-Einheit Giber 1-Des-
oxy-D-xylulose 15. Bei S. cerevisiae
kann der Beweis nur indirekt ge-

H ND_~CHEOM ot werden, weil Hefen nicht auf
NH2 o CH2OH +ND) CH2OH ( R u rt wer ep, weil Hefen nicht au
( R HO OH einem Medium aus Pentosen ge-
COoH HOH OH HO2C o OH HO2C OH zlichtet und daher der Einbau mar-
OH H OH kierter Pentosen nicht direkt unter-
11 20 l sucht werden kann. Das indirekte
Indiz ist allerdings beweiskriftig.
H ~ WM CH20H , g ra g
+N H2 H f‘*’n 7™ _CH20H N Markierungen aus [3-'*C]Pyru-
r o o Y j/\ — ( oS oH vat[51: 79 [U-14C]Alanin®!! und
HO2C Hogc  © OH HO2C [U-14C]Lactat!’ wurden nicht
17 eingebaut; gemdB der Markie-
+ .

rungsmuster bei [1-1*C]-, [2-1*C]-
W CH3COCO2H 12 und [6-'*C]Glucose sowie bei
*N CHz Y H CH3 CO2 CH3 [1-1*C]Fructose und [1-'*C]Glyce-

T = AN <, in, die durch chemischen Abb
g w &L fo;\ — % I rin, die durch chemischen au

AN oH T\ HO2C ~ oH . ;

HO2 HO s oH Lo s ermittelt wurden, wird das Cs-

H Cf NHg
" COgH

Schema 8. Hypothese zum Mechanismus der Biosynthese der Thiazol-Einheit aus Glycin und der p-Pentulose 11 in

Eukaryoten.

vate der Thiamin- und der Thiazol-Einheit ergab, ist bei E.-coli-
Mutanten die Spaltung der p-Hydroxybenzyl-Einheit mit der
Thiazol-Bildung verkniipft, und nicht mit spiteren Biosynthese-
schritten.!7>!

Geringfiigige Anderungen miissen an dieser Reaktionsfolge
vorgenommen werden (Schema 9 und 10), um bei E. coli die

+H CH3 & N CH3
S‘) OH ., HS OH —»
COzH CO2H
HO 19 HO

H CH3
N
e
7 ANgN on _I0 )N!\%
JcoH HORC” S OH
v

{ro 21

Schema 9. Bildung der Thiazolcarbonsdure 21, eines Nebenprodukts des Thiazol-
Synthesewegs in fakultativ anaeroben Prokaryoten.

Angew. Chem. 1997, 109, 1096-1111

4 Fragment der Thiazol-Einheit so-
woh] lber den oxidativen als auch
iiber den nichtoxidativen Zweig des
Pentosephosphatweges gebildet.[”]
Ein dhnliches Muster wurde erhal-
ten, wenn man C. utilis mit [1-'*C]-, [2-'*C]- und [6-'*C]Glu-
cose behandelte.[®! 8% Dariiber hinaus ergab ein Experiment
mit [6-*“C,6-3H]Glucose!’® "1 bei S. cerevisiae, daB die intakte
14C,3H-Markierung an C7 der Hydroxyethyl-Seitenkette auf-
trat, die '*C-Markierung dagegen nur an der CH,-Gruppe
(C4'). Diese Ergebnisse sind nicht mit 1-Desoxy-D-xylulose 15
als Zwischenstufe in Einklang, wohl aber mit pD-Xylulose oder
D-Ribulose (oder ihren 5-Phosphaten) als Intermediaten. Damit
ist wahrscheinlich die Bildung der Schiff-Base 20 aus Glycin und
der p-Pentulose 11 oder einem D-Pentulosephosphat der erste
Schritt auf dem Weg zum Thiazol in Hefen (sieche Schema §).
Durch eine Reaktionsfolge, analog zu der zum Produkt aus
Tyrosin/Desoxyxylulose (sieche Schema 7), wird die Thiazol-
Einheit geliefert. Ein Oxidationsschritt ist allerdings nicht nétig,
weil eine Pentulose- und keine Desoxypentulose-Vorstufe an
diesem ProzeB beteiligt ist.

Die Schlufifolgerungen aus den Arbeiten mit radioaktiven
Isotopen wurden durch **C-NMR-Spektroskopie bestitigt:
Bei S. cerevisiee ATCC 7752 (= 1FO 1234) wird eine in-
takte C,-Finheit aus p-[1,2,3,4,5,6-13C,]Glucose als C,-Kette
(C4', C4 bis C7) in die Thiazol-Einheit von Thiamin einge-
baut.i22
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H
. H OH
COH co2
HOY OH
HO OH

HO

NHpCOH HO
CH3
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CH3COCO2H 12 / L |
+ NH3 S OH
OH
n CHa 22
C \ [o] N
< s OH CH2
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(R~ o
l H20
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16

Schema 10. Bildung von Dihydroxyethylthiazol 22, eines Nebenprodukts des Thiazol-Syn-
thesewegs in fakultativ anaeroben Prokaryoten.

NH,
th:N
N7 l P
Ec27 149 )\
CH,

thi3, nmt1 (S. pombe)

thiC (P. sahvum)
tth /kN

Cbo

4. Die Kupplung der beiden Untereinheiten und
die Phosphorylierung von Thiamin

Die Identifizierung der phosphorylierten Derivate, die
Zwischenstufen in der Biosynthese von 6 und dessen Py-
rophosphatester 8 sind, sowie die Isolierung und Anrei-
cherung der Enzyme, die die Syntheseschritte in E. coli
und S. cerevisiae katalysieren, war bis 1975 abgeschlos-
sen.!8- 10111 Dje abschlieBenden Schritte der Cocarb-
oxylase-Biosynthese sind in Schema 11 dargestellt. Lite-
raturhinweise zur Kupplung der Untereinheiten und zu
den Phosphorylierungsschritten, die zu Thiaminpyro-
phosphat 8 fithren, sind in Tabelle 1 zusammengefaf3t. Im
folgenden wird nur auf die neueren Beitrige eingegangen.

4.1. Enzyme

Enzymaktivititen beziiglich Phosphorylierung und
Kupplung der heterocyclischen Untereinheiten sowie be-
zliglich Phosphorylierung von Thiamin und Thiaminmo-
nophosphat wurden in Rohextrakten festgestellt, die aus
E.-coli-Mutanten erhalten wurden. Die Hydroxymethyl-
pyrimidin-Kinase (EC 2.7.1.49) konnte aus den Rohex-
trakten 3300fach angereichert werden.!®8! Die Thiamin-
phosphat-Pyrophosphorylase (EC2.5.1.3) wurde aus
rekombinanten E. coli'’®! und ein Enzympriparat mit
Hydroxyethylthiazol-Kinase (EC 2.7.1.50)- und Thiamin-
phosphat-Pyrophosphorylase (EC 2.5.1.3)-Aktivitdt aus
S. cerevisiae isoliert.[®5] Dieses bifunktionelle Protein ist
ein Oktamer, das sich aus 60-kDa-Untereinheiten zusam-
mensetzt, und zwei separate Katalysezentren entspre-
chend der beiden Aktivitdten aufzuweisen scheint. Auch

THI4, thi2, nmt2 (Hefe)
thiA (P sativum)

thiFGHJ
thiD thiM THIG, thi4

EC2747 EC 2.7.1.50 (Hefe)

NH, CHe

N7 yor + u/\o
X P

ChHs

3 thiB, thiE HIS, thi4 (Hefe) 5

p EC 3132 )

)i i/\o PHO3. phod l EC zih;L«t 16
Hefe) A4
CHs ks (
\ECf 762
THI8O, tnr3
(Hefo) /kN ks
CHg
1106

B, thi THI, thi
EC25.13 }\thiﬂ, th-1 (Pflanzen)

Schema 11, AbschlieBende Schritte
in der Biosynthese von Thiamin (Vit-
amin B,) 6 und seinem Pyrophosphat-
ester (Cocarboxylase) 8. Angegeben
sind auch die Enzyme und Gene (von
E. coli, wenn nicht anders vermerkt),
die an den einzelnen Schritten beteiligt
sind.
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Tabelle1. Literatur zur Biosynthese von Thiaminpyrophosphat 8: Enzyme fiir die Phospho-

rylierung und die Kupplung der beiden Untereinheiten.

EC- Name Literatur
Nummer Bakterien Hefe andere
2.51.3  Thiaminphosphat- 175,81,82][a] [83,84,85}[b] [86,87][c]
Pyrophosphorylase
(Thiaminphosphat-Synthase)
3+5-7)
2.7.1.49 Hydroxymethylpyrimidin-Kinase {82, 88][a] [83,89][b]
(1-2)
2.7.1.50 Hydroxyethylthiazol-Kinase [82][a] {83,85,90][b)
4—-5)
2747  Phosphomethylpyrimidin-Kinase  [82][a] [83,89][b]
2-3
2.7.4.16 Thiaminphosphat-Kinase [91,92b][a]
7-8)
2.7.1.89 Thiamin-Kinase [92a,b][a]
6-7
2.7.6.2  Thiaminpyrophospho-Kinase [931 (el [83,94,95][b] [96}[c]
6—-8) [95,971(f]
3.1.32  Thiaminphosphat-Phosphatase [98]{e] [99, 100][b] [87][c]

7—6) [101,102,103][d]

[a] E. coli. [b] S. cerevisiae. [c] Pflanzen. [d] Schizosaccharomyces pombe. [€] Paracoccus

denitrificans. [f] Sdugetiere.

die Thiaminphosphat-Pyrophosphorylase und die Thiamin-
phosphat-Phosphatase der Pflanze Arabidopsis thaliana wurden
abgetrennt und durch Gelfiltration teilweise gereinigt.’®”! Eine
glycosylierte saure Phosphatase (EC 3.1.3.2) wurde sowohl aus
S. cerevisiae'®® als auch aus einem transformiertem S.-pombe-

Tabelle2. Gene, die an der Biosynthese von Thiaminpyrophosphat 8 beteiligt sind.

Stamm!©1- 1931 ungefihr 10fach angereichert. Diese Enzyme
wirken als Thiaminphosphat-Phosphatasen.!'%0: 192} Aych die
deglycosylierten Enzyme bewahrten ihre Aktivitat als Saure
Phosphatasen bei und wiesen gemidB SDS-Gelelektrophorese
eine Molekiilmasse von 56 kDa auf.

5. Genetik der Thiamin-Biosynthese

Die genetischen Untersuchungen der Synthesewege zu den
beiden Thiamin-Untereinheiten befinden sich noch im Anfangs-
stadium. Bisher konnte man weder Gene noch Genprodukte
zweifelsfrei den einzelnen Syntheseschritten zuordnen. Dagegen
konnten bei E.coli und den Prokaryoten S.cerevisiae und
S. pombe die Gene identifiziert werden, die fiir das Kupplungs-
enzym und die Kinasen kodieren. Diese Enzyme sind an den
letzten Schritten der Thiaminpyrophosphat-Biosynthese betei-
ligt. Die genetische Information, die fiir diese Organismen ge-
sammelt wurde, ist in Tabelle 2 zusammengefaBt.

5.1. Genetik des Synthesewegs zur Pyrimidin-Einheit

Einzelne Gene, die beim Syntheseweg zur Pyrimidin-Einheit

von Thiamin eine Rolle spielen, wurden fiir mehrere Organis-
men beschrieben und in unterschiedlichem AusmaB charakteri-
siert. Das E.-coli-Gen thiC wurde sequenziert; es komple-
mentiert Mutanten, die auf Pyrimidin angewiesen sind. Die thi3-
Mutante von S.pombe bendtigt die Pyrimidin-Einheit fiir

Schritt E.coli S. cerevisiae S. pombe
Name Chromosom Linge Name Chromosom Linge Name Chromosom Lénge
[min][a] [b] la] [b] a] [b]
Pyrimidin-Syntheseweg thiC[9,104]  90[9,104] 627[9] N0295[105] X1v 340[105] thi3[102] 111 346[106)
(L)[105] (nmt1)[106] (R)[107]
Thiazol-Syntheseweg thiF[9] 90[9] 2509} THI4[108] VII 326[108] thi2[102,110] I 301[111]
(MOLY) (R)[109] (nmu2)[111] (R)[107]
Thiazol-Syntheseweg thiG[9] 90[9] 32419]
Thiazol-Syntheseweg thiH[9)] 90[9] 377(9]
Thiazol-Syntheseweg thiJ[112] 9.5(112]
Pyrimidin-Kinase thiN[88] 46[88}]
Pyrimidin-P-kinase thiD[88,113] 46(88]
Thiazol-Kinase thiM[88,114] 46[88] THI6[115] XVI[115]  540[115] thi4[102,107,116] 1 518[107]
(L)[107}
Kupplung der thiB[117} THI6[115] XVI[115]  540[115] thi4[102,107,116] I 518[107]
Untereinheiten thiE[9,75] 90(9} 211[9] (L)[107]
Thiamin-P-kinase thiL(88,118] 9[88,118]
Thiamin-Kinase thiK[88,118]  25[88,118]
Thiamin-Phosphatase PHO3[101,119,120] II{121] 467{119] pho4[101,122} 4631103]
Thiamin-PP-kinase THIS0[123] XV 319[123] nr3[116] I 569{116)
(R){123] (L)f116}
Regulator-Gene THI2[124] T1[124] thif[107,127) 775[127)
(PHOG6)[125) (ntf1+)[128]
Regulator-Gene THI3[126] IV[126] r{107,129]
tnr2{107,129]
tnr3[107,116,129] 569[116]

[a] Lokalisierung auf dem Chromosom: L und R stehen fiir den linken bzw. rechten Arm des Chromosoms. [b] Zahl der Aminoséduren in der Polypeptidkette, die von der
jeweiligen Gensequenz codiert wird.

Angew. Chem. 1997, 109, 1096—1111
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das Wachstum.!'°% Das Gen thi3 ist ein Allel zu dem durch
Thiamin reprimierbarem Gen nmt/, das kloniert und sequen-
ziert wurde.!'°®1 Homologe von nmt{ wurden in Aspergillus pa-
rasiticus und S. cerevisine nachgewiesen.''®%) Die Aminoséure-
sequenzen der drei Genprodukte sind zu mehr als 60%
identisch. Jedes enthilt einen Cystein-Cluster in einer Doméne,
die vermutlich die Membran durchspannt. Die Gene tnr{, tnr2,
tnr3 und thif regulieren thi3.1'2°! Der Promotor von nmt! wird
von ntf1* reguliert, einem Gen, das identisch zu ¢Aif ist. Dieses
codiert fiir ein Protein, das homolog zu den Transkriptionsfak-
toren mit charakteristischem Cys,-Zinkfinger ist.'?%! Bei der
hoheren Pflanze Pisum sativum konnte das Gen thic des Pyrimi-
din-Synthesewegs auf dem Chromosom 3 kartiert werden.[*3%]
Eine a/t-Mutante konnte normalisiert werden, indem die Pyri-
midin-Einheit zur Verfiigung gestellt wurde.!!31]

Die Vielfalt der Synthesewege zur Pyrimidin-Einheit wurde in
Abschnitt 2 beschrieben. Nach Untersuchungen zur Genetik
konnen S.-typhimurium-Mutanten, deren (5-Aminoimida-
zol)ribonucleotid-Bildung blockiert ist, auch ohne Zufuhr von
exogenem Thiamin wachsen,!1*?) da ein alternativer Weg zu 9
beschritten werden kann. Dieser Weg unterscheidet sich vom
Purinstoffwechselweg der Nucleinsduren und wird eingeschla-
gen, wenn das Bakterium anaerob!! 332l oder aerob auf bestimm-
ten Kohlenstoffquellen!33% kultiviert wird. Ein Gen dieses Syn-
thesewegs wurde kloniert und sequenziert; gemiB der
Sequenzanalyse enthilt das Genprodukt eine NAD/FAD-Bin-
dungstasche.l' 34 Erst vor kurzem wurde ein zweites Gen identi-
fiziert und einem alternativen Stoffwechselweg fiir die Umset-
zung vom (5-Aminoimidazolyl)ribonucleotid zur Pyrimidin-
Einheit zugeordnet 33!

5.2. Die Genetik des Synthesewegs zur Thiazol-Einheit

Thiazol-Gene konnte man auf Chromosomen von E. coli®®)
und S. typhimurium'*3% in einem Cluster eng miteinander ver-
kniipfter Thiamin-Gene bei 90 min lokalisieren. Die Transkrip-
tion des S.-typhimurium-Clusters wird von Thiamin reguliert.
Der E.-coli-Cluster (Tabelle 2) wurde kloniert und sequenziert.
Die thiF-, thiG- und thiH-Mutanten reagierten nicht auf 1-De-
soxy-D-xylulose 15, was darauf hindeutet, daB diese Gene flir die
Thiazol-Synthese aus 15 bend6tigt werden. Die gemessenen Mo-
lekiilmassen fiir die Polypeptide, die aus thiF und thiG expri-
miert wurden, waren um einiges kleiner, als die, die aus der
DNA-Sequenz vorhergesagt wurden.!®) Die fiir das thiF-Poly-
peptid vorhergesagte Sequenz ist homolog zu der vom MoeB-
Protein, das vermutlich am Schwefeleinbau in der Biosynthese
von Molybdopterin beteiligt ist. Die Untersuchungen zur Gene-
tik ergaben, daB die Thiazol-Biosynthese in Enterobakterien
vermutlich mindestens vier enzymkatalysierte Schritte umfalt,
die Art der Schritte muB} allerdings noch ermittelt werden.

Einzelne Gene des Thiazol-Synthesewegs (Tabelle 2) wurden
in mehreren Eukaryoten identifiziert. Ein Thiazol-Gen aus
P. sativum, thid, wurde auf dem Chromosom 2 kartiert.!'3% Die
Sequenzen der Gene thi! (Zea mays),*3" thi2 oder nm:2
(S. pombe)!'1 Y und THI4 oder MOL! (S. cerevisiae)!*®® sind
homolog zur Sequenz des Fusarium-Gens sti35, das fiir ein
durch StreB induzierbares Protein codiert.l**#! In jeder abgelei-
teten Aminosiuresequenz befindet sich eine mutmaBliche Bin-
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dungsstelle fiir ein Dinucleotid; demnach ist ein NAD- oder
FAD-Enzym am Thiazol-Syntheseweg beteiligt.'!*”) Die Ex-
pression von thi2 kann sowohl durch Thiamin als auch durch
die Thiazol-Einheit unterdriickt werden. Sie wird von vier Regu-
lator-Genen (tnr 1, tnr2, tnr3 und thif) kontrolliert.[* 1% 1291 Das
allele Gen nmt2 wird zusammen mit nmt! reguliert.l'11!

5.3. Die Genetik der Kupplung

Die Gene, die fiir das Kupplungsenzym und die fiinf Kinasen
codieren, die an den letzten Schritten der Thiaminpyrophos-
phat-Biosynthese beteiligt sind, befinden sich in vier Abschnit-
ten des E.-coli-Chromosoms (Tabelle 2). Das thiE-Gen wurde
urspriinglich dem Thiazol-Syntheseweg zugeordnet;!! es co-
diert allerdings fiir ein Enzym, das die phophorylierten Unter-
einheiten verkniipft.!’! Es wurde sequenziert’®? und in
E. coli BL21 (DE3) iiberexprimiert.[”> Das iiberexprimierte Po-
lypeptid katalysiert die Kupplung der heterocyclischen Unter-
einheiten 3 und 5. Dagegen ist eine Thiazol-Einheit mit p-Hy-
droxybenzylgruppe kein Substrat, was darauf hindeutet, daB
diese Gruppe des Tyrosin-Vorldufers (siehe Schema 7) vor der
Kupplung der Untereinheiten abgespalten wird. Eine E.-coli-
Transformante mit den Genen thiK (Thiamin-Kinase) und thiL
(Thiaminmonophosphat-Kinase) wies eine erhdhte Konzentra-
tion an Thiaminphosphaten auf.[*3%) Uber die Genetik anderer
Bakterien ist nicht viel bekannt. So wurde ein Operon aus
B. subtilis sequenziert, das Thiamin-Gene enthilt,!**%! und auf
einem Megaplasmid von Rhizobium meliloti wurden Gene loka-
lisiert, die E.-coli-thi-Mutanten komplementieren.l'4!]

Bei E. coli wurden Gene und Enzyme charakterisiert, die den
Phosphorylierungs- oder Kupplungsschritten zugeordnet wer-
den konnten. Dagegen codieren die eukaryotischen Gene THI6
(S. cerevisiae)!' 1) und thi4 (S. pombe)!1°2 197116 fiir bifunk-
tionelle Enzyme, die sowohl Thiazol-Kinase- als auch Thiamin-
phosphat-Pyrophosphorylase-Aktivitit aufweisen. Die Mole-
kiilmasse, die fiir das THI6-Genprodukt errechnet wurde,
entspricht der fiir das gereinigte Enzym gemessenen.!®! Einige
Bereiche der Aminosduresequenz sind homolog zu denen, die
fiir die thiE- und thiF-Genprodukte bei E. coli vorhergesagt
wurden.!'*3 Das thi4-Gen von S. pombe wird von Thiamin und
— zu einem gewissen Grad — auch von der Thiazol-Einheit repri-
miert.[107!

Die Gene PHO3 (S. cerevisiae)!'°'11°1 und phod4 (S.
pombe) [101:103.1221 die fiir eine durch Thiamin reprimierbare
Saure Phosphatase (EC 3.1.3.2) codieren, wurden sequenziert
und sind sich nur zu 27 % dhnlich."°3 Jedes Gen weist eine viel
stidrker ausgeprdgte Homologie zu den entsprechenden durch
Phosphat reprimierbaren Genen PHOS5'"'% und phot der Sau-
ren Phosphatase auf.l'*?) GemidB der Gensequenzen beider
Hefen enthalten die durch Phosphat und Thiamin reprimierba-
ren Sauren Phosphatasen spaltbare Aminosédure-Signalsequen-
zen und eine gleiche Zahl potentieller Glycosilierungsstel-
len.[103, 119]

Wie Experimente unter Genzerstdrung ergaben, sind die
Gene THISO0 (S. cerevisiae)!* 23 und trn3 (S. pombe),!* 19 die fiir
die Thiamin-Pyrophosphokinase (EC 2.7.6.2) codieren, fiir das
Wachstum essentiell. Eine verminderte Aktivitdt der Thiamin-
Pyrophosphokinase wurde in thi80-1'*% und #rn3- Mutan-
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ten!!!®! festgestellt. Die carboxyterminale Aminosiuresequenz
des trn3-Polypeptids ist zu 31 % identisch ! 16! mit der des kiirze-
ren Polypeptids, das von THIS0"23) codiert wird.

Die Thiamin-Biosynthese in Hefen wird von mehreren Regu-
lator-Genen kontrolliert. Die beiden positiven Regulatoren
THI2 (PHOG6)!124- 1251 ynd THI3!'26)in S. cerevisiae dienen zur
Expression der durch Thiamin reprimierbaren Sauren Phopha-
tase sowie der Enzyme, die zur Phosphorylierung und Kupplung
der Pyrimidin- und Thiazol-Einheiten notwendig sind.!*25 126
In S. pombe kontrollieren drei negative Regulatoren (tnrf, tnr2
und nr3) und ein positiver Regulator (¢4if)!1°7-129) die Gene
pho4 und thi4 sowie thi3 und thi2 aus dem Pyrimidin- bzw. dem
Thiazol-Syntheseweg. Das tnr3-Genprodukt, die Thiamin-Py-
rophosphokinase, hat sowohl eine katalytische als auch eine
Regulator-Funktion.!' %) Die Sequenz des positiven Regulators
thif ist homolog zu den Sequenzen der Transkriptionsfaktoren
aus S. cerevisiae, die eine Cys¢-Zinkfinger-Doméne enthal-
ten.l127]

Bei der th-1-Mutante der héheren Pflanze A4. thaliana fehlt die
Thiaminphosphat-Pyrophosphorylase.’®” Das Gen thiB aus der
hdheren Pflanze P. sativum wurde auf dem Chromosom 6 kar-
tiert.!3% Da die thiB-Mutanten nur auf die Zufuhr von intak-
tem Thiamin reagierten, mull das thiB-Genprodukt an der
Kupplung der Untereinheiten oder an einem spiteren Schritt
des Synthesewegs beteiligt sein.

6. Zusammenfassung und Ausblick

Wie Untersuchungen an Pflanzen und mehreren Arten von
Mikroorganismen ergaben, existieren unterschiedliche Wege fiir
die Thiamin-Biosynthese. Die meisten Enzyme und Gene, die an
den Phosphorylierungs- und Kupplungsschritten (siche Sche-
ma 11) beteiligt sind, konnten identifiziert werden. Thiaminpy-
rophosphat wird in Enterobakterien direkt aus Thiaminmono-
phosphat, in Hefen und aeroben Bakterien aus Thiamin
gebildet. Die Phosphorylierung der Thiazol-Finheit und die
Kupplung der Untereinheiten wird in Hefen von einem einzigen
Enzym Kkatalysiert, wihrend in Enterobakterien fiir jeden
Schritt verschiedene Enzyme genutzt werden. Uber die Mecha-
nismen dieser enzymkatalysierten Reaktionen ist zur Zeit sehr
wenig bekannt.

Bei Hefen und Enterobakterien wurden verschiedene friihe
Vorstufen fiir jede der beiden heterocyclischen Untereinheiten
durch Isotopenmarkierungsexperimente identifiziert. Die un-
mittelbaren Vorstufen der Pyrimidin-Einheit sind bei Hefen noch
unbekannt; vermutlich liegen zwei Synthesewege vor, einer in
Hefen und einer in Enterobakterien. Uber die Art der frithen
Vorstufen der beiden Untereinheiten bei aeroben Bakterien und
hoheren Pflanzen ist noch weniger Information verfiigbar.

Wahrscheinlich verlaufen die Synthesewege zu jeder Unter-
einheit iiber mehrere enzymkatalysierte Schritte. Allerdings
wurden bisher weder obligate Zwischenstufen identifiziert, noch
Enzyme nachgewiesen, die fiir diese Synthesewege spezifisch
sind. Lediglich einige wenige Gene konnten lokalisiert werden.
Weil Mikroorganismen nur sehr geringe Mengen an Thiamin
produzieren, werden weitere Fortschritte auf diesem Gebiet ver-
mutlich nur durch die Untersuchung iiberexprimierter Genpro-
dukte erzielt werden.
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Unserer Ansicht nach kénnen die Zwischenstufen und der
detaillierte Mechanismus der Biosynthesewege zur Pyrimidin-
und Thiazol-Einheit nur durch Kombination aus genetischen,
enzymologischen und chemischen (Isotopen- und Synthese-)
Methoden ermittelt werden. Wir hoffen, daB durch die vorlie-
gende Ubersicht iiber den gegenwirtigen Kenntnisstand Wis-
senschaftler dazu ermutigt werden, durch Kombination dieser
Methoden das schwierige Problem der Thiamin-Biosynthese zu
16sen.
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Annalen/ Recueil angewendet.

Hinterlegen von Daten aus Rontgenstrukturanalysen

Um Autoren und Gutachtern das Leben zu erleichtern, haben das Cambridge Crystallographic
Data Centre (CCDC) und das Fachinformationszentrum Karlsruhe (FIZ) ihre Vorgehenswei-
sen flir das Hinterlegen von Daten zu Einkristall-Rontgenstrukturanalysen vereinheitlicht.

Bitte hinterlegen Sie deshalb Thre Daten vor dem Einreichen Ihres Beitrags elektronisch bei der
jeweils richtigen Datenbank, d. h. beim CCDC fiir organische und metallorganische Verbindun-
gen und beim FIZ fiir anorganische Verbindungen. Beide Datenbanken geben Thnen hier gerne
Hilfestellung (siehe unsere Hinweise fiir Autoren im ersten Heft dieses Jahres). In der Regel wird
Thnen von dort innerhalb von zwei Arbeitstagen eine Hinterlegungsnummer mitgeteilt, die Sie
bitte mit dem jeweiligen Standardtext (sieche Hinweise fiir Autoren) in IThr Manuskript aufneh-
men. Dies ermdglicht es Gutachtern, sich schnell und einfach die Strukturdaten zu besorgen,
wenn sie ihnen fiir die Urteilsfindung wichtig scheinen.

Dieses Verfahren wird einheitlich von den Redaktionen der Zeitschriften Advanced Materials,
Angewandte Chemie, Chemische Berichte/Recueil, Chemistry—A European Journal und Liebigs

Angew. Chem. 1997, 109, 1097-1111
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