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8. Synthetisehe krystallisierte Codecarboxylase 
von P. Karrer und M. Viscontini. 

(25. IX. 46.) 

Nachdem durch &ell, Guiyard und Will iams1) ,  Sne1l2) sowie 
Harris, HeyZ und Polkers3) gezeigt worden war, dass Pyridoxamin (11) 
und Pyridoxal (111), Derivate des Vitamins B, oder Pyridoxins (I), 
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als natiirliche Wachstumsfaktoren fur Nikroorganismen wirksam 
sind und in der Natur vorkommen4), und nttchdem die Verbindungen 
I1 und I11 von Harris, Heyl  und PoZkers5) synthetisch erhalten wor- 
den sind, konnten GunsaZus und Bellamyo) nachweisen, dass ein 
Phosphorsiiure-ester des Pyridoxals als Coferment von Aminosiiurcb- 
decsrboxylasen wirkt , die verschiedene 1-Aminosauren BUS Eiweiss, 
wie Tyrosin, Ornithin, Lysin, Arginin, Glutaminsaure, ferner Dopa, 
in die zugehorigen biogenen Anline uberfuhrt. 

Gunsalus, BeZlam y und Umbreit ') haben daraufhin die kunstliche 
Darstellung dieses Cofermentes versucht. Bei der Einwirkung von 
Phosphoroxyohlorid auf eine wasserige Losung von Pyridoxal er- 
hielten Gunsalus, Umbreit, Bellamy und Pousts) Priiparate, welche 
bei Gegenwart des zugehorigen Apofermentes Tyrosin decarboxy- 
lierten. Diese Praparate waren indessen nicht einheitlich ; sie ent- 
hielten nach spektroskopischer Bestimmung 32 % Pyridoxal, ferner 
6,2 yo organ. Phosphor und ca. 50 yo Barium. Die Darstellungsmethode 
liisst auch keinen Schluss auf die Konstitution der Verbindung zu. 
Immerhin geben Gunsalus und Mitarbeiter an, dass die Substanz 
keine Phenolreaktionen zeigte, woraus man folgern konnte, dass das 
phenolische Hydroxyl des Pyridoxals verestert worden ist. 

l) J. Biol. Chem. 143, 519 (1942); Am. Soc. 66, 2082 (1944). 
2)  Proc. Soc. Exptl. Biol. Rled. 51, 356 (1942); J. Biol. Chern. 154, 313 (1944). 
3, J. Biol. Chem. 154, 315 (1944). 
4)  Snell, J. Riol. Chem. 157, 491 (1945). 
5, Am. SOC. 66, 2088 (1944). 
6 ,  J. Biol. Chem. 155, 357, 557, 685 (1944). 
7, J. Biol. Chem. 155, 685 (1944). 

J. Biol. Chem. 161, 743 (1945). 



Tafel I. 
_ _ ~  

Pyridoxal-acetal-phosphomaure-ester 
(6 x vergrossert). 

PSridosal-acetal-phosphorsaure-ester 
(30 x vergrossert). 
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Wir haben versucht, die Aminosaure-codecarboxylase in rei- 
nerem Zustand zu gewinnen. Wir gingen dabei vom Pyridoxal-acetal 
( IV)  aus, das wir in Pyridin mit Phosphoroxychlorid umsetzten. 
Dabei kann nur das phenolische Hydroxyl in Reaktion treten. Bei 
der schonenden Aufarbeitung des Reaktionsgemisches wurde etwas 
Bariumsalz des Pyridoxal-acetal-phosphorsaure-esters erhalten, dem 
nach der Herstellungsweise die Formel V zukonimen muss. Auch 
dieses Bariumsalz war amorph , besass aber gute Codecarboxylase- 
wirkung fur Tyrosin und gab annahernd richtige Analysenwerte. 

Aus einer bei der -4ufarbeitung erhaltenen Fraktion (rgl. experi- 
mentellen Teil) gelang es hierauf, nach Behandlung mit absoluteni 
Alkohol und Chlorwasserstoff in bedeutender Menge eine prachtvoll 
in langen Nadelbuscheln krystallisierte Verbindung zu gewinnen 
(vgl. Tafel I), die nach der Analyse, den iibrigen Eigenschaften und 
der gewahlten Herstellungsmethode der Phosphorsaure-ester deh 
Pyridoxal-acetals der Formel TI ist. Die Verbindung besitzt aus- 
gezeichnete Codecarboxylasewirkung und zeigte im in vitro-Versuch 
bei der Decarboxylierung von Tyrosin eine noch grossere Wirksam- 
keit als ein Gemisch von Pyridoxal und Adenosin-tripliosphorsaure, 
aus welcher die Codecarboxylase unter naturlichen Bedingnngen 
entsteht. 

Die Herstellung des krystallisierten Cofermentes VI ist mehr- 
mals mit dem gleichen Erfolg ausgefuhrt worden. 

Das krystallisierte Derivat V I  der Codecarboxylase ist das dritte 
Coferment, das kiinstlich hergestellt werden konnte. Die beiden friiher 
erhaltenen sind die Lactoflavin-phosphorsaure, die man bisher aller- 
dings nur in amorphem und nicht vollig reinem Zustand gewonnen 
ha t ,  sowie die Cocarboxylase, die sich zwar analysenrein, aber nur in 
mikrokrystalliner Form darstellen liess. 

Als Apoferment verwendeten wir ein Trockenpulver von Streptococcus faecalis 
Typ R (American type Culture Collection No. 8043), den wir durch die freundliche Ver- 
mittlung von Herrn Prof. H .  Nooser  (Zurich) von Herrn Prof. K.  P. X e y e r  (San Fran- 
cisco) erhielten. Wir sind Herrn Prof. K.  F.  &'eyer sowie Herrn Prof. H .  Mooser ,  letzte- 
rem auch fur die Kultivierung des Streptokokkenstammes, zu grossem Dank ywpflichtet . 
Ebenso danken wir der Firma F.  Ho/ /ma?~n-La Roehe & Co. (Basel) fur die Uberlassung 
Ton Pyridoxin. 

Derselbe Streptokokken-Stamm ist uns spater auch durch die freundlichen Bemu- 
hungen von Herrn Prof. 1. C. Gzinsalus, Ithaca (K.Y.) ubermittelt worden, wofiir wir hiel 
ebenfalls unseren besten Dank aussprechen. 
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Experimentel ler  Tei l .  
D a r s t e l l u n g  v o n  P y r i d o x a l - o x i m  a u s  Pyr idoxin .  

Die Oxydation des Pyridoxins zu Pyridoxal fiihrten wir nach der Vorschrift von 
Harris, Hey1 und Folkersl) aus und verbesserten die Ausbeuten an dem Oxydations- 
produkt durch Zuriickgewinnung des nicht in Reaktion getretenen Pyridoxins. 

Nan loste 5,0 g Pyridoxin in 100 em3 Wasser, setzte 2,050 g Natriumhydrogen- 
earbonat hinzu und hierauf tropfenweise innerhalb einer Stunde eine Losung von 1,050 g 
Kaliumpermanga,nat in 75 om3 Wasser. Sodann wurde durch Zusatz von Salzsiiure die 
Fliissigkeit auf pa 2 gebracht und im Vakuum auf 50 om3 konzentriert. Durch Zugabe 
ron Natriumhydrogencarbonat wurde sie wieder bis pR 6 neutralisiert und rnit 6,O g 
Nat,riumacetat und 5,O g Hydroxylaminhydrochlorid versetzt. Schon nach wenigen 
Augenblicken begann Pyridoxal-oxim auszufallen, dessen Bildung durch 5 Minuten 
langes Erwarmen der Reaktionsmischung auf dem Wasserbad vervollstandigt wurde. 
Das nach dem Abkiihlen und mehrstiindigem Aufbewahren im Eisschrank ausgeschie- 
dene Pyridoxal-oxim wog in trockenem Zustand 0,840 g, entsprechend 19% der Theorie. 

Die Mutterlaugen von der Pyridoxal-oxim-Herstellung wurden mit einer gesattigten 
Losung von Ammonium-R,eineckat versetzt, bis keine weitere Fallung mehr entstand 
(3,O g Amnioniumsalz der Reinecke-Skure). Nach mehrstiindigem Stehen der Fliissigkeit 
in der Kalt,e haben wir den Niederschlag von Pyridoxin-Rejneckat abgenutscht, rnit 
Wasser ausgewaschen und getrocknet. Ausbeute 4,70 g. - Die Uberfiihrung dieses Salzes 
in krystallisiertes Pyridoxin-hydrochlorid erfolgte in folgender Weise. Man loste die Ver- 
hindung (0,0098 Mol Pyridoxin-Reineckat) in 50 cm3 Aceton und 1,550 g Silbersulfat 
(0,005 Mol) in 250 om3 kochendem Wasser und trug die erstere Losung allmahlich in die 
Ietztere ein. Das Silbersalz der Reinecke-Saure fie1 sofort aus, wurde abgenutscht und 
dss farblose Filtrat, das neben Pyridoxinsulfat noch Spuren Silbersulfat enthielt, mit 
40 om3 einer 3-proz. BaCl,-LBsung (0,005 Mol) vereinigt. Dabei bildete sich ein Nieder- 
schlag von Bariumsulfat und Silberchlorid, den man durch Filtration entfernte. Die Losung 
brachten wir durch Eindampfen im Vakuum zur Trockene, digerierten den trockenen 
Ruckstand zwecks Entfernung geringer Mengen dunkel gefarbter Verunreinigungen 
mit 5 om3 absolutem L4kohol, nutschten das so gereinigte, krystalline Pyridoxinhydro- 
ehlorid ab und wuschen es mit absolutem Alkohol, hierauf mit Ather am. 

Die Ausbeute an zuriickgewonnenem Pyridoxinhydrochlorid betrug 1,520 g. Eine 
neue Oxydation dieses Produktes lieferte 0,360 g Pyridoxal-oxim und aus dessen Mutter- 
laugen wurden 0,20 g Pyridoxinhydrochlorid zuriickgewonnen. 

Insgesamt erhielt man somit aus 4,80 g Pyridoxin 1,20 g Pyridoxal-oxim, was einer 
Ausbeute von 28,5% entspricht,. Bei einem zweiten Oxydationsversuch betrug die Aus- 
beute 30,0%. 

P h o s p h o r y l i e r u n g  d e s  P y r i d o x a l - a c e t a l s .  
Pyridoxal-acetal wurde nach der Vorschrift von Harris, Hey1 und Folkers (1. c.) 

dargestellt. 
Wir bereiteten eine Losung von 0,50 g Pyridoxal-acetal in 3 cm3 wasserfreiem 

Pyridin und eine solche von 0,50 cm3 POCl, in 2 cm3 Pyridin und liessen letztere in die 
Pyridoxallosung tropfenweise einfliessen. Hierauf blieb die Mischung iiber Nacht bei 
Zimmertemperatur stehen. Man goss sie nachher tropfenweise auf zerstossenes Eis und 
trug in die Losung bei Oo allmahlich pulverisiertes Bariumhydroxyd ein, bis das pH der 
Losung ca. 7,0 geworden war. Nachdeni man den gebildeten Niederschlag von Barium- 
phosphat abfiltriert hatte, gab man zum Filtrat nach und nach festos, fein pulverisiertes 
Bariumhydroxyd, bis die Fliissigkeit deutlich alkalisch geworden war (pH > 11, Universal- 
indikatorpapier). Um den Vorgang der Alkalisierung der Losung genau verfolgen zu 
konnen, brachten wir wahrend des Eintragens des Baryts von Zeit zu Zeit einen Tropfen 
der Losung auf ein Universalindikatorpapier; man muss hierauf vor Feststellung des pH 
_ _ _ ~ _ _  

I! Am. Soc. 66, 2088 (1944). 
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einigr Zeit warten, bis sich das Pyridin, welches in der Losung enthalten war, verfliichtigt 
hat. Jetzt wurde der neu gebildete Niederschlag von Bariumphosphat wiederum abfil- 
triert und das Filtrat im Vakuuni zur Trockene verdampft . Den Riickstand trocknete 
man im Vakuum wahrend 2 Stunden bei 70°, wodurch sich die letzten Spuren von freiem 
Pyridin entfernen liessen. S u n  behandelt,e man ihn mit absolutem $ikohol, wobei ein 
Teil in Losung ging, wahrend sich ein snderer Teil nicht aufloste. Diesen letzteren Nieder- 
schlag bezeichnen wir mit A. 

Die alkoholische Losung wurde im Vakuuni konzentriert und hierauf mit Ather 
versetzt, wobei sich eine Fallung bildete. Diese wurde nach 12-stiindigem Stehen abfil- 
triert, in absolntem Alkohol gelost., durch Zusatz von sehr wenig Tierkohle die Losung 
weitgehend entfiirbt, filtriert und die in der Losung befindliche Verbindung erneut mit 
..4ther ausgefallt. Uiese wog in trockenrm Zustand bei verschiedenen Versuchen 0,1 - 0,2 g, 
war amorph und nicht gatiz einheitlich. erithielt aber nach der Bnalyse als Hauptanteil 
das Bariunisalz des Pyridoxal-acetal. phosphorsaure-esters der Formel V. Im Ferment - 
versuch erwies HS sich als stark aktiv (vgl. theoretischen Teil). 

C,,,H,,O,NPBa Ber. S 3,42 P 7,56 OC,H, 11,00/, 
(410) Gef. ,, 3,69 ,, 6,27 ,, 10,30% 

Den oben erwahnten Niederschlag A suspendierten wir in 5 om3 absolutem Alkohol 
und leiteten in die Aufschlammung wahrend einigen Minuten trockenen Chlorwasserstoff. 
wobei sich ein Niedersrhlng von Bariumchlorid bildete. Nach 12-stundigem Stehen wurde 
dieser abfiltriert und zutn klaren Filtrat absolnter Ather zugesetzt. Nach einigen Stunden 
hatten sich an den Wanden und am Boden des Gefasses prachtvollc Krystalle gebildet. 
die aus zu Rosetten vereiriigten Nadeln bestanden und deren Menge in trockenem Zustand 
0,16 g betrug. Es handelte sich um den Phosphorsaure-ester des Pyridoxal-acetals (For- 
me1 VI), dem allerdings noch kleine Mengen von Pyridinhydrochlorid beigemengt waren. 

Zur Entfernung des letztrran wurde die im Vakuum bei 75" getrocknete Substanz 
init absolutem Alkohol und hierauf rnit Ather gewaschen. Dabei ging das Pyridinhydro- 
chlorid in Losung, wahrend der Phosphorsaure-ester des Pyridoxal-acetals von kaltem 
Alkohol wenig aufgenommen wird und daher grosstenteils ungelost zuruckblieb. Die 
Verbindung besitzt ausgezeichnete Codecarboxylasewirkung. 

C,,H1,O,NP Ber. C 43,s H 5,2 N 5,1 P 11,3 OC,H, 16,3574 
( 2 7 5 3  Gef. ,, 42,9 ., 5,4 ,, 5,2 ,, 11.3 ,, 16,6736 

Die Substanz enthalt weder Barium noch Chlor. 

Pr ii f u  ng d e r  s y n t he  t i s c h e n  P h 0s p ho r sau  r R ~ e s t er a u f Code car  b ox y 1 a se ~ 

w i r k u n g . 
Die beiden synthetisierten Phosphorsaure-ester - das rohe Bariumsalz des Pyri- 

doxal-phosphorsaure-esters V und der Phosphorsaure :ester des Pyridoxal-acetals VI - 
wurden nach der Methode, die Uinbre i t ,  Bellamy und Gu~lsalusl)  beschrieben haben, auf 
Codecarboxylasewirkung a n  Tyrosin gepriift. Als Quelle fur das Apoferment diente ein 
Ytamm Streptococcus faecalis, Typ R (American Type Culture Collection No. 8043). 
I n  diesem Stamm war durch Aufzucht in einer Pyridoxin-freien Kulturfliissigkeit der 
Codecarboxylasegehalt herabgesetzt,), doch waren, w-ie die Kurven in Fig. 1 und 2 er- 
kennen lassen, immer noch gewisse Mengen des Cofermentes vorhanden. Die Wirksam- 
keit unserer synthetischen Codecarboxylasepraparate ergibt sich daher aus der Diffe- 
renz der C0,-Entwicklungskurven 1, Fig. I, bzw. 1 und 2 ,  Fig. 2 (Zusat,z der Verbindung 
V oder VI) und Kurve 4 (ohne jeden Zusatz). Die Kurven 2, Pig. 1, und Kurve 3, Fig. 2, 
stellen die C0,-Entwicklung dar, wenn zu den das Apoferment liefernden Nikroorga- 
nismen gleichzeitig Pyridoxal und Adenosin-triphosphorsaure (A.T.P.) gesetzt werden, 
aus denen die Codecarboxylase unter naturlichen Bedingungen gebildet wird 

l) Arch. Biochem. 7, 185 (1945). 
2, Die Kultur von Strept. faecalis wurde nach 20-stundigem Wachstum abzentri- 

fugiert, mit Wasser, hierauf bei 0" zweimal mit Bceton gewaschen und im Vakuum 
getrocknet. 
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cm’CO, 

Fig. 1. 
20 mg trockenes Mikroorganismenpulver in 1 cm3 Acetatpuffer ( p ~  = 5,5) ;  0,5 cm3 

0,l-mol. Suspension von Tyrosin; aufgefiillt mit Wasser auf 3,5 cm3. 
Kurve 1 : Zusatz 80 y des rohen. synthet. Ba-Salzes des Pyridoxal-phosphorsiure-esters. 
Burve 2: Zusatz 40 y Pyridoxa1-t 1 mg A.T.P. 
Kurve 3: Zusatz 40 y Pyridoxal. 
Kurve 4: Ohne Zusatz. 

cm3 C02 

Fig. 2. 
20 mg trockenes Pulver von Streptococcus faecalis in 1 cm3 Acetatpuffer ( p ~  = 5,5) ;  

Kurve 1 : Zusatz 40 y kryst. Phosphorsiure-ester des Pyridoxal-acetals. 
Kurve 2 : Zusatz 20 y kryst. PhosphorsSiure-ester des Pyridoxal-acetals. 
Kurve 3: Zusatz 40 y Pyridoxal + 1 mg A.T.P. 
Kurve 4:  ohne Zusatz. 

0,5 cm3 0.1-mol. Suspension von Tyrosin; aufgefiillt mit Wasser auf 3,5 om3. 

Biirich, Chemisches Institut der Universitat. 




