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The Function of the 4'-Aminopyrimidine Component in the Mechanism of the Catalysis of Thiamine Pyrophosphate 
Enzymes from Today's View 

Binding mechanism and coenzyme function of thiamine py- 
rophosphate (TPP) are described with the help of site-directed 
substitutions at different positions of the coenzyme. In accor- 
dance to the earlier suggestions of Langenbeck (see this 
issue')) it is shown, that besides the thiazolium moiety (C' 
atom) also the aminopyrimidine part plays an essential role in 

the catalytic mechanism of TPP enzymes such as pyruvate 
decarboxylase, pyruvate dehydrogenase, and transketolase, 
respectively. A two-center mechanism of TPP is proposed ex- 
plaining the function of the amino group as an internal proton 
relay in the catalytic mechanisms of TPP enzymes. 

Im Jahre 1930 konnten Langenbeck und Hutschenreuther 
nachweisen I), daI3 primare Amine die Decarboxylierung von 
a-Ketosiiuren zu den entsprechenden Aldehyden katalysie- 
ren. Der in seinem Verlauf eindeutig beschriebene Mecha- 
nismus (s. voranstehende Arbeit')) diente lange Zeit als Bei- 
spiel einer iiber Modellstudien aufgeklarten Enzymreaktion 
(Pyruvat-Decarboxylase, PDC). Er gewann weitere Bedeu- 
tung, als es 1937 Lohmann und Schuster3) gelang, mit der 
Strukturaufklarung der Cocarboxylase als Thiaminpyro- 
phosphat (1, TPP) die Existenz einer Aminogruppe im ak- 
tiven Zentrum des Enzyms zu bestatigen. 

Erst 1956 konnte Breslow4) nach Vorarbeiten von Ugai 'I, 
Mizuhara6) u. a. nachweisen, daI3 die im Thiazoliumring des 
TPP enthaltene Cyanid-Struktur in ihrer Ylidform sowohl 
fur die Pyruvat-Decarboxylierung (Schema 1) als auch fur 
die im Enzym- und Modellver~uch~) in Gegenwart von Acet- 
aldehyd beobachtete Acetoinbildung verantwortlich ist. Der 
von Breslow vorgeschlagene Mechanismus konnte schlieI3- 
lich von Holzer') am Enzym bestatigt werden. Durch Ver- 
wendung von 1- bzw. 2-I4C-markiertem Pyruvat wurde 
2-([1-'4C]-1-Hydroxyethyl)-TPP (Schema 1,2, Y = H, R = 
CH3) als lntermediat der Enzymreaktion nachgewiesen und 
der Thiazoliumring von TPP (nach Sultitspaltung) als Tra- 
ger der radioaktiven Markierung bestiitigt. Mit diesen uber- 
zeugenden Experimenten schien nicht nur die Frage des 
Funktionsmechanismus der Coenzymkomponente von 
PDC, sondern auch der zahlreichen anderen TPP-abhln- 
gigen Enzyme') im Prinzip gelost (Schema 1). 

Noch vor der Publikation der Breslowschen Arbeiten wa- 
ren aber in unserem Labor, angeregt durch die Langen- 
beckschen Modellversuche mit Amin-Katalysatoren, um- 
fangreiche Synthesearbeiten angelaufen, die eine Modifizie- 
rung der 4'-standigen Aminogruppe von TPP zum Ziel 
hatten. Mit diesen TPP-Analoga beabsichtigten wir, die Be- 
deutung der Aminogruppe fur den Enzymmechanismus 

nach Einbau in die Proteinkomponente (Apo-PDC) zu iiber- 
prufen. In der vorliegenden Arbeit werden einige wichtige 
Ergebnisse dieser Experimente, die 1967 erstmalig umfas- 
send dargestellt 9, und inzwischen durch erganzende Expe- 
rimente in ihrer Aussage bestatigt und erweitert werden 
konnten, als Fortsetzung der von Langenbeck begonnenen 
Untersuchungen zusammengefaot. 

Bei Studien zur Enzymfunktion ist es heute ublich, durch 
gezielte Veriinderungen der Proteinstruktur mittels , , o r b  
spezifischer Mutagenese" (site-directed mutagenesis, d. h. Sei- 
tenkettenaustausch im Reaktionsbereich mittels gentechni- 
scher Verfahren) das Verstandnis fur die katalytische Be- 
deutung spezieller Teilbereiche der Proteinkomponente zu 
fordern. Im Falle der TPP-Enzyme, insbesondere von PDC, 
haben - infolge der relativ einfach zu bewerkstelligenden 
Moglichkeit des Cofaktor-Austausches am Enzym - che- 
mische Veranderungen von funktionsspezifischen Struktur- 
bereichen bereits Ende der 60er Jahre sehr konkrete Hin- 
weise zum Funktionsmechanismus geliefert. Dabei haben 
die auf diese Weise erzeugten ,,ortsspezifischen Substitutio- 
nen" im Coenzymbereich den wesentlichen Vorteil, daI.3 die 
chemischen Veranderungen separat (auRerhalb des Proteins) 
und unabhdngig von den durch die naturlichen Protein- 
Synthesemechanismen eingeengten Variationsmoglichkeiten 
erfolgen konnen. 

Inzwischen sind Untersuchungen mit modifizierten Coen- 
zymen, Cosubstraten und Substraten langst zu einem viel- 
genutzten Verfahren der Enzymchemie geworden. Die hier 
beschriebenen, durch Langenbecks Arbeiten angeregten 
Modellstudien haben dazu nicht unerheblich beigetragen. 

1. Cofaktor-Austausch als Moglichkeit fur ortsspezifische 
Substitutionen 

An den Cofaktoren (Coenzymen und funktionsbeteiligten 
Metall-Ionen) vollziehen sich in der Regel die entscheiden- 
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Schema I. Katalysemechanismus von Thiaminpyrophosphat-Enzymen. I :  Thiaminpyrophosphat (Ylid-Form); 2 :  Coenzym-Produkt- 
Komplex. [Das intermediar gebildete, enzyrngebundene a-Carbanion 3 bzw. die entsprechende Enamin-Form wird auch als ,,Aktiver Acetaldehyd" bezeichnet) R, R' und R2 begrenzt variabel. R 0 = - [CH2I4-CO2H (Liponslure).] 

(COP R'-CHO) r 
/ 
I 

(x I =  -co,o, -CHOH-R') 

< Y-CO-R 

(Y = -H. -S  W SB. - C H O H - ~  

I 

Tab. 1. Relative Aktivitaten und Dissoziationskonstanten (KD) von im 4'-Aminopyrimidin-Teil modifizierten TPP-Analoga unter opti- 
malen Reaktionsbedingungen (n. b. = nicht bestimmt) 

Pyruvat-Decarbox ylase Pyruvat-Dehydrogenase Transketolase 
TPP-Analogon Vrcl i%) v,Inn1 V,, (%I KD CKIb' VreI (%I KD CKJb' 

EM1 EM1 

TPP 100 100 100 1.5 x 10-7 100 9.1 x 10-7 

4'-NH(CHj)-TPP 0 25 0 [4.1 x lo-'] 0 p . 4  x 10-53 

4'-H-TPP 0 30 0 c4.0 x 10-53 0 ~ 2 . 6  x 10-~1 
6'-CHyTPP 0 10 0 n. b. 50d1 1.4 x 10-5 
U-CH3-4-H-TPP 22 n. b. n. b. 6.0 x lop6 0 ~ 1 . 6  x 10-51 
N'-Pyridyl-TPP 65 n. b. 90 n. b. 100 8.0 x 10-7 cl 
N3-P yridyl-TPP 0 n. b. 0 n. b. 0 c0.1 x 10-~1c] 

4'-OH-TPP 0 52 0 C2.9 x 0 n. b. 
4'-SH-TPP 0 33 0 n. b. 0 n. b. 

4'-N(CH&-TPP 0 22 0 p . 5  x 10-~1 n. b. C3.0 x 10-6]c1 

V,, entspricht der Aktivitat, die bei simultaner Inkubation von Apo-PDC mit uberschiissigem TPP und TPP-Analogon im Verhaltnis 
1 : 1 erhalten wird. - b1 Die in dieser Spalte aufgefuhrten, mit unterschiedlichen Verfahren der Enzymkinetik ermittelten (und daher nicht 
streng vergleichbaren) Werte entsprechen den Dissoziations-(K,) bzw. Inhibierungskonstanten (4). - '1 Personliche Mitteilung von 
G. A. Kochetov, Moskau. - dl Substrate: Xylulose-5-phosphat + Ribose-5-phosphat. 

den Katalyseschritte von Enyzmen. Ihre Modifizierung 
kann aber nur dann zu verbindlichen mechanistischen Aus- 
sagen fuhren, wenn es gelingt, die naturlichen Cofaktoren 
ohne Beeintrachtigung des Apoenzyms gegen die entspre- 
chend modifizierten Molekule auszutauschen, und wenn der 

einwandfreie Nachweis ihrer korrekten Bindung im aktiven 
Zentrum des Enzyms erbracht werden kann. 

Im Falle der von uns vorwiegend als Studienobjekt ver- 
wendeten PDC sind die Cofaktoren (TPP und Mg2+-Ionen) 
bei den funktionsspezifischen pH-Werten um 6.0 zwar nicht 
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kovalent, aber trotzdem sehr stabil an das Apoenzym ge- 
bunden. Eine Dissoziation, die z.B. bei der Passage uber 
langere Sephadex-Saulen zur Inaktivierung des Enzyms fiih- 
ren rnuljte, wird unter diesen Bedingungen nicht beobachtet. 
Bei pH-Werten uber 7.0 jedoch dissoziiert die PDC rever- 
sibel gemlo: 

PDC + Apo-PDC + 4 TPP + 4 Mg*+ 

Das so gebildete, inaktive Apoenzym 1aBt sich - wie- 
derum durch Behandlung rnit Sephadex-Ionenaustauschern 
- leicht von den Cofaktoren befreien. Es kann bei pH 6.0 
entweder rnit den naturlichen Cofaktoren unter praktisch 
vollstandiger Ruckgewinnung seiner Aktivitat zum Holoen- 
zym rekombiniert, oder durch Umsetzung rnit modifizierten 
Cofaktoren (TPP-Analoga oder anderer 2-wertiger Metall- 
Ionen) in entsprechende PDC-Derivate iibergefiihrt wer- 
den 'I. Durch chemische Veranderungen am Coenzym wird 
die Bindungsstabilitat zum Apoenzym in der Regel ge- 
schwacht. Trotzdem lassen sich eindeutig solche Struktur- 
bereiche, deren Veranderung vom Apoenzym (meist unter 
Aktivitatsrninderung) toleriert wird, von Bereichen unter- 
scheiden, die trotz nachweisbarer Protein-Bindung zur to- 
talen Inaktivierung des Enzyms fuhren (Tab. 1). 

Die Mg*+-Ionen sind ausschlieBlich fur die Bindung des 
TPP-Molekiils an die Proteinkomponen te verantwortlich. 
Ihr Ersatz durch andere 2-wertige Metall-Ionen (Mn2+, 
Co2+, Ni2+, Ca2+ u. a.) bewirkt keine Veranderung der En- 
zymaktivitat. Lediglich die Stabilitat der Coenzymbindung, 
die im Falle von Mg2+ bei pH 6.0 das ,,quasi-irreversible" 
Bindungsverhalten hervorruft, ist geschwacht. Weiterhin 
konnte mittels 31P-Kernresonanzuntersuchungen am En- 
zym") nachgewiesen werden, daI3 im aktiven Zentrum der 
PDC der Pyrophosphatrest von TPP iiber das Mg2+-Ion 
mit dem Apoenzym eine stabile, vom umgebenden Medium 
abgeschirmte Bindung eingeht, die z. B. keinem Austausch 
rnit zugesetzten Mn2+-Ionen unterliegt. 

Ohne 4'-Aminogruppe keine Enzym-Katalyse 

Die Frage nach der Funktion der 4'-Aminopyrimidin- 
Komponente in TPP muR nach drei Richtungen untersucht 
werden. Zum einen ware es denkbar, daI3 dem gesamten 
Pyrimidinbereich die Funktion einer zweiten Ankergruppe 
zum Protein zukommt. DaD solche spezifischen Wechsel- 
wirkungen zwischen den N-Atomen und der Proteinkom- 
ponente bei der TPP-Bindung eine Rolle spielen, zeigt nicht 
nur die reduzierte Bindungsstabilitiit der in 4-Stellung oder 
am Ring-Stickstoff modifizierten TPP-Analoga (Tab. l), 
sondern auch die fehlende Affinitat des Thiazoliumpyro- 
phosphat-Fragments zum aktiven Zentrum"'. 

Dadurch erkllrt sich, daD Modifizierungen am Coenzym 
schon durch die reduzierte Anzahl funktionsfahiger Kata- 
lysezentren eine unter Umstanden betrachtlich verminderte 
katalytische Aktivitat zur Folge haben konnen. Als eine 
zweite Moglichkeit muIj gepriift werden, ob die Aminopy- 
rimidinkomponente iiber einen induktiven Effekt die Ka- 
talysefunktion der Thiazoliumkomponente ermoglicht oder 
steigert. Zu diesem Aspekt liegen bereits sorgfaltige Studien 

vor, aus denen hervorgeht, daI3 Substitutionen im Pyrimi- 
dinteil die H/D-Austauschgeschwindigkeit der C2 - H-Bin- 
dung (als Parameter fur die elektronische Situation des Ka- 
talysezentrums) nicht beeinflussen "I. Ein solcher Mechanis- 
mus kommt demzufolge zur Erklarung des fehlenden 
Katalyseverhaltens, wie es z. B. nach Modifizierung der 4'- 
Aminogruppe beobachtet wird, nicht in Frage. 

Als dritte Moglichkeit ware eine unmittelbare Beteiligung 
der Aminogruppe am Funktionsmechanismus von TPP-En- 
zymen zu diskutieren. In diesem Fale  solIten durch che- 
mische Veranderungen der Aminogruppe Analoga von TPP 
resultieren, die sich trotz nachweislicher und korrekter Bin- 
dung im aktiven Zentrum als vollig inaktiv erweisen. Der 
auf solche Weise entstehende ,,Zweizentren-Mechanismus" 
(Schema 1) wurde nicht nur ebenfalls die Existenz der Ami- 
nopyrimidin-Komponente rechtfertigen, sondern dariiber 
hinaus der Natur Moglichkeiten eroffnen, die Efizienz der 
Katalysereaktion durch Drehung der beiden Katalysezen- 
tren um die Methylenbrucke den jeweiligen physiologischen 
Erfordernissen im Organismus anzupassen. Die bei der PDC 
nachgewiesene Abhangigkeit der Katalysegeschwindigkeit 
von der Pyruvatkonzentration im Reaktionsbereich (Sub- 
strataktivierung 13)) konnte auf einem solchen Regelrnecha- 
nismus beruhen. 

Bereits 1967 (also noch zu Lebzeiten Langenbecks) legten 
wir in einem Uber~ichtsartikel~) dar, daB in der Tat jede 
Modifuierung der 4-Aminogruppe (Substitution oder Eli- 
minierung) zu vollig inaktiven TPP-Analoga fiihrt, obwohl 
auch bei diesen eine deutliche Affinitat zum aktiven Zentrum 
der PDC nachgewiesen werden konnte. Allerdings lieBen 
sich im Falle von PDC infolge der bereits erwahnten, beim 
optimalen Funktions-pH 6.0 ,,quasi-irreversiblen" Bindung 
von TPP zum aktiven Zentrum keine quantitativen Daten, 
z. B. uber die Dissoziationskonstanten (KD oder K,) der TPP- 
Analoga, ermitteln. Aber die deutliche Aktivierungsminde- 
rung, die eintritt, wenn man Apo-PDC rnit einem 1 : 1-Ge- 
misch von TPP und TPP-Analogon (beide im Uberschulj) 
inkubiert, zeigt, dalj auch diese TPP-Derivate betrachtliche 
Affinitat zum aktiven Zentrum der PDC aufweisen miissen 
(Tab. 1). 

Inzwischen liegen in zwei Fallen von reversibel TPP-bin- 
denden Enzymen (Pyruvat-Dehydrogenase 14) und Trans- 
ketolase 15) Bindungskonstanten vor, welche die hohe Afi- 
nitat der Analoga zum aktiven Zentrum dieser Enzyme ein- 
deutig bestatigen (Tab. 1). 

Diese Befunde mussen als deutlicher Hinweis fur eine di- 
rekte Beteiligung der 4-Aminogruppe am Funktionsmecha- 
nismus gelten. Sie riicken zugleich die von Langenbeck 
durchgefuhrten Modellversuche in ein neues Lickt. Da aber 
die nachbarstandig zum Ring-N gebundene Aminogruppe 
eher ein fur Amide typisches Reaktionsverhalten zeigt, 
macht sich ein nberdenken des an primaren Aminen ge- 
wonnenen Funktionsablaufes erforderlich. Tatsichlich ist es 
mit Aminopyrimidinen nie gelungen, die bei der Umsetzung 
mit a-Ketosauren zur Decarboxylierung befahigten Schiff- 
schen Basen zu isolieren 16). Es wire daher einleuchtender, 
einen aus dem Protonendonator-Verhalten der Amide ab- 
leitbaren Beitrag - in Analogie zu ahnlichen, von Histidin 
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bekannten Enzymmechanismen (Proteasen) - zur Unter- 
stutzung der Katalysereaktion zu diskutieren (Schema 1). 

Es sei auf ein weiteres Experiment hingewiesen, das eben- 
falls fur eine unmittelbare Beteiligung der Aminogruppe am 
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der PDC-Reaktion 
spricht. Trotz sorgfaltigster Durchfuhrung und eindeutiger 
statistischer Absicherung der Befunde liegt seine Aussage 
gegenwartig noch an der Grenze der kinetischen ,,Glaub- 
haftigkeit", so daD die erhaltenen Befunde mit Vorbehalt 
bewertet werden mussen. Eine Reproduzierung unter ver- 
besserten experimentellen Voraussetzungen steht bevor. In 
der Versuchsanordnung wurde die Eigenschaft der Enzyme 
als Mikro-Heterogenkatalysatoren genutzt, bei erheblichem 
CoenzymuberschuD eine der Menge an aktiven Zentren ent- 
sprechende, d. h. von der zugesetzten Coenzymmenge un- 
abhangige Maximalgeschwindigkeit zu erreichen. Wenn 
man daher die zwei Kuvetten eines empfindlichen Doppel- 
strahl-Photometers rnit der gleichen Menge an Apoenzym 
versieht und rnit einem groI3en UberschuD an TPP bzw. 
TPP-Analogon inkubiert, so sollten die bei gleichzeitiger 
Substratzugabe resultierenden, durch das Spektrometer re- 
gistrierten Geschwindigkeitsdifferenzen ein extrem empfind- 
liches Ma13 f i r  Aktivitatsunterschiede der beiden Enzym- 
proben in den Kuvetten darstellen. Voraussetzung ist aller- 
dings, daI3 ein entsprechend empfindliches optisches 
Testverfahren zur Verfiigung steht. Im Falle der PDC-Re- 
aktion laDt sich dieses im sog. optischen Test durch Reduk- 
tion des gebildeten Acetaldehyds mit Alkohol-Dehydroge- 
nase [ifbergang des chinoiden Nicotinamid-Cosubstrates 
(DPNH) in die aromatische Form (DPN+)] leicht realisie- 
ren. 

Unter diesem Aspekt haben wir in parallel gefuhrten Syn- 
theseansatzen neben normalem TPP ein in der Amino- 
gruppe "N-markiertes TPP synthetisiert und in seiner ka- 
talytischen Effizienz nach obigem Differenztest gepriift. Es 
zeigte sich, daD nach insgesamt 28 Versuchen bei sorgfaltiger 
statistischer Absicherung im Signifikanztest (t-Test) die ge- 
messenen Geschwindigkeitsdifferenzen mit einer Wahr- 
scheinlichkeit von 99.95% > 0 sind. Dabei erwies sich die 
aus "N-TPP gewonnene PDC um 0.6% aktiver als normale 
PDC"). Sollten sich diese Experimente als richtig erweisen, 
so wiirden sie die unmittelbare Beteiligung der Amino- 
gruppe am Katalysemechanismus der PDC bestatigen. 

Zur Funktion der Pyrimidin-N-Atome 
Die verminderte Stabilitat der Coenzymbindung nach 

Substitutionen im Aminopyrimidinteil wirft die Frage auf, in 
welchem MaDe die drei vorhandenen basischen Zentren an 
der Stabilitat der Coenzymbinding beteiligt sind. Auch in 
diesem Falle haben ,,ortsspezifische Substitutionen" uner- 
wartet eindeutige Antworten geliefert. 

Wie bereits erwahnt, fuhrt die Eliminierung der 4'-Ami- 
nogruppe (4'-H-TPP, Tab. 1) zu inaktiven Derivaten, die 
aber noch deutliche Affinitat zum Apoenzym aufweisen. Von 
den beiden moglichen Pyridin-Analoga von TPP [N'-Py- 
ridyl-TPP (3) und N3-Pyridyl-TPP (4 bzw. 511 fuhrt nur der 
Einbau des N'-Analogons (N-Atom p-standig zur Amino- 

gruppe) in das Apoenzym zu Enzymderivaten, die zwischen 
65% (PDC) und 100% (Transketolase) Aktivitat aufweisen 
(Tab. 1). Dagegen zeigt das N3-Analogon zwar (wie im Falle 
der PDC und Transketolase nachgewiesen werden konnte) 
noch etwa die gleiche Affinitat zum Apoenzym wie das N'- 
Pyridylderivat, ist aber vollig inaktiv. Aus diesen Befunden 
ist abzuleiten, daD das "-Atom, offenbar uber eine spezi- 
fische Wechselwirkung rnit dem Protein, zur katalytischen 
Funktion der Aminogruppe beitragt. Bekanntlich wird die 
Reaktivitat bzw. Aciditat der 4'-Aminogruppe durch N'- 
Protonierung stark beeinfluI3t. Aus Untersuchungen zum 
Protonierungsverhalten von Thiamin-Derivaten ist be- 
kannt, daD das N1-Atom (vor der Aminogruppe und N3) als 
Protonenakzeptor fungiert ''I. Ferner konnte durch Unter- 
suchung der pH-Abhangigkeit der l5N-Bande im NMR- 
Spektrum von 1SNH2-Thiamin19) sowie durch Ab-initio-Be- 
rechnungen des Einflusses von N'-Substitutionen auf die 
Elektronenstruktur im Aminopyrimidinteil*') gezeigt wer- 
den, daD die Bindungsstruktur der Aminogruppe durch N'- 
Protonierung starken Veranderungen unterliegt. 

3 

4 

5 

Im Falle von N3-Pyridyl-TPP konnte das N3-Atom nach 
180"-Drehung des Pyrimidinringes um die Methylenbrucke 
ebenfalls die vom Apoprotein bereitgestellte Bindungsposi- 
tion zum Apoenzym einnehmen. Dafur spricht die etwa glei- 
che Affinitat des N3-Pyridyl-Analogons zum Apoenzym. In 
diesem Falle ware aber die fur die katalytische Funktion der 
Aminogruppe erforderliche Nachbarschaft zum C2-Atom 
(Abb. 1) im aktiven Zentrum nicht mehr gegeben (5), was 
die funktionelle Inaktivitat dieses Analogons erklaren 
wurde. 

4. TPP-Konformation und Zweizentren-Mechanismus 
Die durch Drehung der beiden Ringebenen um die Me- 

thylenbrucke moglichen TPP-Konformationen (Abb. 1) wer- 
den sowohl durch intramolekulare als auch durch die bei 
der Proteinbindung neu entstehenden Wechselwirkungen 
beeinflufit. So nimmt bei der im TPP-Kristall eingenom- 
menen, sog. F-Konformation die 4'-Aminogruppe eine Po- 
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sition ein, die dem in Schema 1 dargelegten Zweizentren- 
mechanismus widerspricht. Gibt es Hinweise, daD sich diese 
Konformation beim Einbau in das aktive Zentrum andert? 

Die fur den Zweizentrenmechanismus erforderliche, heute 
als V-Konformation bezeichnete TPP-Struktur ist durch 
eine unmittelbare Nachbarschaft der 4-Methylgruppe und 
des 6-H-Atoms gekennzeichnet (Abb. 1). Diesen Sachver- 
halt haben wir genutzt, um Hinweise fur die TPP-Konfor- 
mation im aktiven Zentrum zu erhalten'). Wir gingen dabei 
von der Vermutung aus, daD ein in 6-Stellung methyliertes 
TPP-Derivat (6'-Methyl-TPP) durch die von der 4-Methyl- 
gruppe ausgehende sterische Hinderung nicht mehr in der 
Lage sein sollte, den fur die Enzymkatalyse erforderlichen 
Beitrag der Aminogruppe zum Katalysemechanismus zu lei- 
sten. In der Tat ruft der Einbau von 6'-Methyl-TPP nicht 
nur im Falle von PDC, sondern auch bei der Pyruvat-De- 
hydrogenase (PDH) vollige Inaktivitat hervor, wahrend bei 
der Transketolase (TK), einem weiteren TPP-Enzym, das 
fur die Spaltung und Resynthese von Kohlenhydrat-Struk- 
turen verantwortlich ist, das gleiche Derivat noch Coenzym- 
aktivitat aufweist"). Daraus abzuleitende strukturelle Un- 
terschiedlichkeiten der TPP-Konformation bei den verschie- 
denen Enzymvarianten konnten mit den Besonderheiten der 

F 

@ N  
oc 
O H  

8 C H z C H 2 O H  bzw. C H Z C H Z ~ O ~ H ~  

Abb. 1. Basiskonformationen des Thiaminsystems (nach Friede- 
mann ct al.")). Die von der Methylenbriicke zum Pyrimidinteil ((p?) 
bzw. Thidzoliumteil (qT) gebildeten Diederwinkcl bctragcn fur die 
F-Konformation: 'pT = O", 'pp = 90"; S-Konformation: (pT = loo", 

'pp = 150"; V-Konformation: 'pT = -90': (pp = +90" 

entsprechenden Substratstrukturen in Einklang gebracht 
werden. Unsere Vermutung, da13 die Inaktivitat des 6'-Me- 
thyl-TPP vorwiegend auf den veranderten sterischen Ver- 
haltnissen im Coenzym beruht, fand durch die Eliminierung 
der 4-Methylgruppe aus 6-Methyl-TPP (6-Methyl-4-H- 
TPP) eine weitere Stiitze. Dieses TPP-Derivat ruft bei 
PDC') und PDH") deutliche Katalyseaktivitat hervor, wah- 
rend es sich bei TKi5) als inaktiv erwies (Tab. 1). 

Der endgultige Nachweis der TPP-Konformation im ak- 
tiven Zentrum von TPP-Enzymen wird sicher erst durch 
Rontgenstrukturanalyse zu erbringen sein. Die hier darge- 
legten Befunde bestatigen jedoch die Leistungsfahigkeit der 
ortsspezifischen Substitutionstechnik und sind durchweg 
mit dem in Schema 1 formulierten Mechanismus in Ein- 
klang. Dabei sprechen alle gegenwartig verfugbaren Daten 
dafur, daB die 4'-Aminogruppe unmittelbar am Katalyse- 
mechanismus von TPP-Enzymen beteiligt ist. 

Das Katalyseverhalten von TPP-Enzymen ist in den fol- 
genden Schritten von Protonentransfermechanismen abhln- 
gig: 

Deprotonierung der C2 - H-Bindung zur katalytisch ak- 
then Ylid-Struktur (1) 
Protonierung der Substrat-Carbonylgruppe bei der Bil- 
dung des ersten tetraedrischen Intermediates (Substrat- 
TPP-Komplex) 
Deprotonierung des zweiten tetraedrischen Intermedi- 
ates (Produkt-TPP-Komplex) bei der Produktablosung 

Speziell bei PDC: a-C-Protonierung des nach der De- 
carboxylierung entstehenden a-Carbanions bzw. En- 
amins (3). 

(2) 

Es ware verfruht, sich gegenwartig bereits auf den spezi- 
ellen Schritt festzulegen, der durch die Aminogruppe un- 
mittelbar beeinflufit wird. Der in Schema 1 formulierte Me- 
chanismus sollte daher als Vorschlag gewertet werden, die 
Funktion der Aminogruppe im Sinne einer erweiterten Lan- 
genbeckschen Vorstellung zu begreifen. 
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