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35. Stereochemie der enzymatischen Carboxylierung yon 
(2 R)-2-3H-Propionyl-Coe~zym A 

vun D. Arigoni, F. Lynen und J. Rkteyl) 
(8 .  S .  65) 

Propion y I-Co A-Carbox ylase *) aus Schweineherz katalysiert die reversible Carboxy- 
lierung van Propionyl-Co-4 zu Methylmalonpl-CoA [l] (vgl. Gleichunp) . 

CO--sCoA co-sco.~ 
i I 

I coo-- H 

\ ~ p l ~ ~ ' n  - 1 C-TJ I. LT A r - u  i. T I  , % i r i , .  T T  ~ - n  .. . . .. , - - I -  

* I  

Die lieaktion benotigt aIs Cofaktoren ATP und Mg++. Als wirksame CO,-uber- 
tragende Gruppe wutde enzymgebundenes Biotin erkannt [Z]. Die (S)-Konfigura- 

l) Gegcnwartige .ldressr. : Org.-chum. Lahratorium cler ETH, 8006 Zurich. Schwoiz. 
a) Folgcntlc ,ibkurzungcn werrlcn verwcndct : C0.L = Cucnzym A ; .ITP = .~denosintriphusphat; 

ADP = Xdenosindiphosphat; XDH = Alkoholdchydrogcnasc; 3.U) = h'icotinamitl-adenin- 
dinucleotid ; NAUH = Nicotinamid-adenin-dinucltotid, reduziert ; PEP = Phospho-enol- 
pyruvat ; Ipm = Imputse pro Minute ; Tris = Tris-h~tlrometh~l-aminomethan. 
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tiona) des irn Laufe dieser Reaktion gebildeten chiralen Zentrums ist kurzlich durch 
eine liickenlose Verkniipfung des Produktes mit dem System des Glycerinaldehyds 
gesichert worden [4j [S]. Ferner konnte gezeigt werden, dass bei der Carboxylierung 
von (ZS)-Z-W-Propionyl-CoA 1 nur geringer Verlust des schweren Isotopes statt- 
findet, wahrend beim ahnlichen Umsatz mit dem CoA-Derivat aus racemischer 
2-W-Propionsaure erwartungsgemass ungefaihr die HaIfte des Tritiums vedoren 
geht [5j. Diese Resultate beweisen, dass die Carboxylase zwischen den beiden stetisch 
nichtidentischen Wasserstoffatomen der Methylengruppe zu unterscheiden vermag und 
dass der Carboxylierungsprozess mit Retention der Konfiguration an dem in Frage 
kommenden Kohlenst off atom erf olgt . 

Zur Erhartung dieses Befundes haben wir nun auch das CoA-Derivat 7 der (2R)-2- 
3H-Propionsaure hergestellt und sein Verhalten in der Carb0l;ylierungsreaktion 
untersucht. Als Ausgangsrnaterial fur die Synthese des genannten Substrates ver- 
wendeten wir ein chirales l-W-Athanol3, welches in Anlehnung an die Arbeiten von 
LOEWWS, WESTHEIMER & VENNESLAXII [Sj durch stereospezifische Reduktion von 
l-3W-Acetaldehyd 2 rnit Hefe-ADH und NADH erhalten wurde. Die absolute Kon- 
figuration dieses Athanols ist von LEMXEUX & HOWARD [7] sowie von WEBER, SEXDL PE 
ARXGONI [8] ah ( S )  ermittelt worden. Der tritierte Alkohol3 wurde in das kristalline 
Tosylat 4 iibergefiihrt und letzteres in methanolischer Losung rnit einern uberschuss 
von Kaliumcyanid behandelt. Unter diesen Bedingungen erfolgt die Cyanolyse mit 
WALDEN’scher Umkehrung und fuhrt somit zur Bildung von (ZR)-Z-*H-Propionitril5. 
Hydrolyse dieses Propionitrils 5 zur Propionsaure unter den ublichen alkalischen 
bzw. sauren Bedingungen kam nicht in Frage, da Vorversuche rnit tritiertem Wasser 
und nichtrnarkiertem Propionitril gezeigt hatten, dass dabei ein praktisch voI1- 
standiger Austausch der Wasserstoffatome in der Methylengruppe stattfindet. Ein 
solcher Austausch blieb hingegen bei Verwendung einer Reaktionsvariante unter- 
bunden, nach welcher zunachst das Nitril unter rnilden alkalischen Bedingungen rnit 
Wasserstoffperoxid ins Propionarnid4) und letzteres anschliessend durch Behandlung 
rnit salpetriger Saure in die freie Propionsaure iibergefiihrt wird. ubertragung dieser 
Reaktionsfolge auf das oben beschriebene (2R) -2-aH-Propionitril 5 lieferte erwar- 
lungsgemhs eine Probe von (2R)-2-W-Propionsaure 6, welche imrner noch 95nL des 
fur das Athyltosylat 4 gernessenen Tritiumgehaltes enthielt. Die Saure wurde nach 
der Methode Yon WIELAKD & RUEFF [lo] in das entsprechende &A-Derivat 7 iiber- 
gefuhrt und dieses der Catboxylierung in Gegenwart der kristallinen Propionyl- 
CoA-Carboxylasc unterwoden. 

Nach sechsfacher Verdiinnung des dabei gebildeten (2 S)-MethyImaIonyl-CoA 8 
mit dem nichtmarkierten, racemischen Thioester aus Methylmalonsaurc und N- 
Vlr;al*VY;-~~3;tdlll;~~ [ i i j  icuuierre man das cremiscfi der beiden 1 hioester In An- 
lehnung an die friiher entwickelte Methodik {5] rnit RANEY-Iiickel zu einer weit- 
gehend racemischen #?-Hydroxy-isobuttersaure (&)-9, weIche anschliessend in das 
entsprechende Hydrazid iibergefiihrt wurde. Reinigung des Rohproduktes durch 
wiederholte Kristallisation ergab ein racemisches Hydrazid (-+)-lo vom Smp. 

I\ 

a) Zur Bezeichnung der abs. Konfiguration vgl. [3]. 
Zur Methodik vgl. [9j. Wir dankcn Herrn Prof. A. ESCHENMOSER Iiir don Hinwvcis airf tlicsc 
Literaturstelle. 
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112-113" 7. Da dieses Hydrazid infolge seiner Unloslichkeit in Toluol fur dic Kadio- 
aktivitatsbestimmung im Szintillationszahler ungeeignet war, wurde es schliesslich 
rnit dem 24,3-fxhen uberschuss des optisch reinen (-)-(R)-P-Hydrosy-isobutter- 
saurehydrazids 10 verrnischt und das Gernisch nach CL-RTKS zum (+)-(Rj-Methyl- 
oxazolidon 11 vom Smp. 54' abgebaut. Einsatz des optisch reinen P-Hydrosy-- 
isobuttersaurehydrazids 10 bei der Verdiinnung erlaubt, das Abbauprodukt in 
kristalliner Form zu erhalten, was bei Verwendung des racernischen Wydrazids niclit 
der Fall ist. Die Wahl des (R)-Enantiomeren ergibt sich aus der Tatsache, dass im 
oben beschriebenen racemischen Prgparat des p-H~dror;v-isobuttersaurehvdrazids 
alle diejenigen Yolekeln, die aus dem enzymatisch gebildcten Methvlmalunyl-CoA 8 
stammen, die (R)-Konfiguration besitzen (I@ L.5:). 

31.3 
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Die Bestimmung der Kadioaktivitat zeigte, dass das gebildete (+)-( R)-Xeth>,l- 
oxazolidon 11 iediglich 4,2704 des in der eingesetzteii Propionsaurc 6 gemessenen 
Tritiums enthielt. Wir neigen dam,  die heobachtete geringe Bcibehalung des 
Tri t ium auf die nichtvollstandige optische Reinheit der eingesetztcn Propionsaure 
zuriickzufiihren, wekhe ihrerseits die Folge eiiier w3hrend der Cyanolyse durch Ab- 

widerspiegeln diirfte. 
Im Hinblick auf dne Deutung des el-haltencn Rcfundes sol1 daran erinnert werden, 

dass bei Verwendung vun racemischer 2-3H-Propionsaure nach einer ahnlichen 
Reaktionsfolge dic Beibehaltung van ungefahr der Halfte des Tritiums nachgeuiesen 

w & p h . - m V  T r n m  C h . 7 - R ~ ~ 1 T t i ~ n ~ t ~ : n ~ l i ;  in uerinwpnl M><sP :a1lftrPtPtldP I?;tf:?rnisie!-llnF 
v * I  " I  

5, Dcr durch diusc Reinigung bcttingtc Vcrlust clcs ~t~e r schusscs  am I<-Eliantjumcrcn vcrlangt 
uinc Korrektur dcs urspriinglichen \.ererdiinnungs\.erliH1tnis~cs \-on 6.06 auf 7,05. Dic Gcring- 
Iiigigkeit diescr Korrektur biirgt dafur, dass auch ticren \'crnachlassigung das Ergelmis tlcr 
Untcrsuchung nicht wcseiitlich Lccinflussco wiirdc. 



werden konnte [Sj. Dadurch kann man ausschliessen, dass der in clieser Arbeit vom 
(I?)-Enantiomeren ausgehend beobachtete, praktisch vollsthdige Verlust des schwe- 
Fen Isotopes die Folge eines nachtriiglichen nichtenzymatischen Austausches dar- 
stellt. Somit ist erneut erwiesen, dass die Propionyl-CoA-Carboxylase spezifisch eines 
der beiden stensch nichtaquivalenten C-2-Wasserstoffatome des ihs eigenen Sub- 
strates beansprucht und dass diesern die (R)-Konfiguration zukammtu). Im tibrigen 
ist es interessant zu bemerken, dass diese SchIussfolgerung unabhangig vnn der Frage 
ist, ob die festgestellte Abwesenheit von Tritium im Produkt der Carboxylierung von 
(R)-2-3H-Propionyl-CoA 7 die Folge eines echten Verlustes des schweren Isotopes 
darstellt, oder eher jene einer durch einen kinetischen Isotopeneffekt bewirkte 
Fraktionierung, im Sinne einer rascheren Umsetzung der isotupenfreien Molekeln. 
Auch im zweiten Falle ist namlich die Einhaltung der abgeleiteten Stereospezifizitat 
eine unumgangliche Voraussetzung fiir die Deutung der erhaltenen Resultate. Dass 
eine auf Isotopeneffekt beruhende Diskriminierung dennoch keine bedeutende Rolle 
spielt, haben bereits friihere kinetische Messungen mit Hilfe von 2-W2-Propionyl- 
CoA gezeigt, bei welchem fur die Carbouylase-Reaktion ein k,/k,-Verhaltnis von 1.16 
gefunden wurde [53. 

Einer von uns (3 .  R.) dankt der SCHWEIZERISCHEN ST~FTUNG FUH STIPENDIEN AUF DEM GE- 
BIETE DER CHEMIE fur die finanziellc Unterstutzung. 

Experfmenteller Teil 
Material und Xelhoden. W-LiAlH4 (Spez. Radioakt. 221 pC/pMol) wurdr von dcr NEW 

ENGLAND NUCLEAR CORP.. Boston 18, Massachusetts, USA. 3H-H,0 vom RADIOCHEMICAL CENTER. 
Amsrsham, Buckinghamshire, England, bezogen. 

Hefe-ADH. Pyruvatkinase aus Kaninchenskeiettmuskel, Milchsauredehydrogenase, NXD, 
NADH. PEP und CoA stammen von C. F. BOEHR~NGER & SOHNE. Mannhcim. Dcutschland. 

Xristalline Propionyl-Cob-Carboxylase (Spez. Akt. 11,4) wurde, ausgehend von 60 Schweinc- 
hcrzen, nach KAZIRO ef al. [11 isoliert. 

Radioaktive Proben wurden Im PACKARD-Tri-Carb liquid scintillation spectrometer in Toluol- 
L6sung gemesxn. 

Hevstelhung uun /-sH-Acelaidehyd 2 .  160 mg (1,86 mMol) Diacetyt wurden in 5 ml abs. Xthcr 
gelost und auf - 15"abgekiihlt. Unter Kiihren rnit cinernMagnetriihrergab man 5 mg (0,105 mMol) 
LiAlH, und nach 10 Min. ca+ 2 mg W-LiAIH, zu. Xach 1 Std. redutierte man das fiberschiissige 
Diacctyl durch Zugabe von 60 rng (1.58 mMol) LiAl€&. Das Reaktionsgcmisch wurtlc darauf tnit 
Eis und 5 N  HCI unter Kiihlung hydrolysicrt und schliessIich idhrcnd 24 Std. kontinuierIich init 
Ather extrahiert. Nach Abdampfen des Athers blieben 136 mg eines Produktes zuriick, welches zur 
Hauptsache aus einem Gemisch der beiden diastereomeren 2 ,  3-SH-Z, 3-Uihydroxybutane bestand 
(Radioakt. : 4,57 * lo8 iprn(mMol). Dieses Produkt wurde ohne weiterc Reinigung in 10 rnl 1 N 
HpSO, geliist und die Losung mit 820 rng H,JO, uber Nacht stehengelassen. Destillation tlcs 
Rcaktionsgemisches bei Normaldmck und Auffangen des Dcstillates in einer rnit Eis gckiihlten 
Vorlage liefcrte einc wkserige Losung. welchc 1,0 mMol dcs 1 - W -  Acetaldchpds 2 cnthielt (Be- 
stimrnunp mit Nilfe vnn H-f- 4 r l n !  

Reduktion des 7-aH-Acsioldehyds 2 mil Hefe--4DH w i d  S . 4  DH und Isolierung des. ( S ) - I - 3 H -  
,&iyltosyZats 4. 1,0 mMol L-'H-Acetaldehyd 2, in 100 rnl Wasser gelost, wurde mi t  1 ml lx Kalium- 
phosphatpuffer (pH 7). 1 g NAUH (1,27 mMol) und 15 mg kristalliner Helc-ADH vcrsetzt. Spcktro- 
photometrische Verfolguog der Reduktion anhand der Absorptionsbande bei 366nrn zeigte, dass die 
Reaktion nach wenigen Min. beendet war. Daraul wurde die LBsung mit K,CO, (112 g) gesHttigt 
und anschliessend rnit 2 ml (34.3 millol) ah. Atlianol vcrsetzt (Verdunnungsfaktor: 35,3) .  Xach 
kontinuierlicher Extraktion rnit Ather wahrend 24 Std. wurdc die atherische Losung rnit frisch 

6,  Fur die kanfigurative Bezcichnung der aidentischeni Substituenten an einem Kohlenstoff- 
atom vom Typ Caabc vgl. [S;. 
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gegliihtem Na$O, getrocknet und bei - 10" zu cincr Losung von 5 g Tosylchtorid in 15 ml abs. 
Pyridin getropft. Nacli Aufarbeitung des Gcmischcs crhiclt man 2,24 g (10.38 mMol) kristallincs 
khyltosylat  4. Die Reinigung erfolgte durch Destillation bei 175" und 15 Torr und crgab 2 g reincs 
Athyltosylat 4 vom Srnp. 32-33". Radioakt. : 6.6 106 Iprn/mMol. 

h w f i i h v u f l g  uon ( S ) - 7 - 8 H - 6 1 ~ ~ y l f o s ~ I u ~  4 in (R)-Z-JH-Propionsdzrre 6. 1 g (5 rnMol) (S)-1-3H- 
Athyltasylat 4 und 0,35 g (5.38 mMol) KCN in 2 ml abs. Methanol wurden 1 Std. auf ca. 50" er- 
wikrnt. Das durch Destillation des Gemisches bei 0,2 Torr in einer mit Aceton-Trockeneis gekiihiten 
Vorlage aufgefangene Destillat bestand zur Hauptsache aus einer rnethanolischen Losung von 
(R)-2-sH-Propionitril 5, welchcs ohnc weitcre Heinigung der I-Iydrolyse unterworfcn wurdc. .Zu 
diesem Zweck versetzte man das Destiliat mit  3 ml 30-proz. H,O, und 0,1 ml B N  NaOH unrl cr- 
warmte das Ganze 3 Std. auf 50". Mach Einengen der Losung a m  Rotationsvcrdampfcr gab inan 
bei 0" 2 m15 N HpSO, und 0,4 g NaNO, in 1 ml H,O zu und liess das C c m i x h  1 Std. bci Ziinmertcmp. 
stehen. hnschlicsscnrl wurde es mit 4 Wrtionen Ather cxtrahicrt und die \*creinigtr.n athcrischcn 
F'hasen zweimal rnit 1~ Na,C.C), ausgeschiittelt. Daraufhin sauertc man die alkalisclicn Ausziigc 
rnit vertl. H2S04 an und extrahicrto sic mit 4 Portioncn Ather. Titration dcr iilxr Na2S0, gc- 
trocknetcn organischen Phase rnit 0,Olr; alkoholisclrer KOH-Losung crgab dir Anwescnlicit von 
0,s mMo1 Saure. Spez. Radioakt. : 6 3  10' IpmjmMol. 

Vevesfevung L v  (~)-ZSH-Propionsl~rb 6 mi/ Coeaq-m -4. Eine Losung yon 124 pMol (12)-Z-$H- 
Propionsaure b in 6 nil Ather wurdc mit abs. Triathplarnin vcrsftzt und anschlicssmnl w5hrciid 
3 Std. rnit NapSO, getrocknet. Wac11 Einengen auf 0,6 ml gab man 4 in1 frisch iiber LIXIII, tlcstil- 
liertes Tetrahydrofuran und daraufhin bci-- 15O 0,132 ml eines 1 : 10 Gemisches von Chloramcisen- 
saure-athylestcr und abs. Tctrahydrofuran hinzu. Nach 15 Min. Rcaktionszeit mischte man rlicsc 
Lomng mit cincm tiemisch von 8U mg Coh und 2 ml 2~ LHCC), . 1:nter gelcgcntlichcrn Umschiit- 
tcln Less man das Ganzc 10 Min. bei 0' reagieren. Am Schluss wurtlc die Losung mit I~owcx 50 13 I- 
Form angesaucrt und daraufhin 4 Std. rnit ;dither yerkoliert. Entfernung des Athers und clcs 
Ionenaustauschers liefcrtc cine klarc Losung, deren Gehalt a n  Propionyl-CoX mit Hilfc des Car- 
boxylasc-Tcstcs [123 zu 50.5 pMol bestimmt w-urde. 

Enqvmalische Cavboxyliererng des (ZR)-2-3N-Pvopivn)-.I-Uo;l 7. 13er Keaktionsansatz enthiclt : 
50.5 pMol (2R)-Z-W-Propianyl-CoA 7, 65 Einh, Propionyl-CoA-Carboxyl~e; 22 Einh. I'vruvat- 
kinase aus ICaninchenskelettmuskel; 80 mg (ca. 123 pMoi) ATP; 63 mg (ca. 100 pMol) PEP; 1 ml 
0 , l ~  MgCI,: 1 ml l~ KCI;  2 ml IM KHCO,; 2 m l  I M  Tris-Puffer (pH 8); Totalvolumen clcs Rcak- 
tionsgemisches 15.44 nil; Reaktionstemperatur 25". I h r c h  Hestimmung des im Laufe cler Heaktioii 
freiwerdenden Ppruvats mit Hilfe von Milchsauredehydrogenase konnte festgestellt wertlen, dass 
nach 10 Min. 50,9 ~ M o l  Methylmalonyl-CoA 8 entstanden waren. 

oberfihrung von ( S ) - i ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ w a a l o l ~ I - C o A  8 i7r (R)-Mcfh~/loxawlido.n 11. 76 rng (251 piLlol] 
S-Methylmalonyl-N-octanoyl-cystearnin [ll] wurden in 2 mi 1~ KHCO, gclost und rnit 49,5 pMol 
der oben bexhriebenen Lasung von Methylmalonyl-CoA 8 vermischt. Dic Reduktion mit HANEY- 
Nickel und die ansehliesscndc Aufarbeitung und ebcrfuhrung in clas (+ )-(H)-2-~11ethyloxazolidoli 
11 erlolgten wic friiher beschriebcn [5]. Xuf tlcr Stufc dcs ~~I-Hydruxy-isobuttersaure17?-drazids 
(+ ) - lo  (Srnp. 112-113°) vcrdiinntc man das crhaltene Matcrial mit dcr 24.3-fachcn Nengc 
(f)-(27)-B-Hydroxy-isobuttersaurehydrazid 10 (Smp. 132-133"). 10 mg (96.2 pMol) des einmal 
umkristallisicrten (+ )-(R)-2-Methyloxazolidons 11 (Srnp. 53-54") enthicltcn 150 Tprn, was eincr 
spez. Radioakt. von 1,56 Iprn/pMol entspricht. 

SLYMXKY 

(R)-Z-SH-propionyl-CoA 7 has been prepared from (S)-l-3H-e'tlianol 3. Carbosyla- 
tion of this substrate with propionyl-Cob carboxylase (pig heart) t o  (ZS)-methyl- 
malonyl-CoA involves complete loss of the label, thus confirming that the carboxy- 
lation step occurs with retention of configuration at the site involved. 

Organisch-chemisches Laboratoriurn der 
Eidg. Technischen Hochschule, Zurich, 

und 
~ I l x x - P i ~ ~ ~ : c ~ - I n s t I t u t  fur Zellchemic., NMiinchen 
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36. Die Cardenolide der Samen VOR MulEotus paniculatus 
MULL .- ARG . (Euphorbfnceae) 

Glykoside und Aglykone, 272. Mitteilungl) 

voii K. D. Roberts"), Ek. Weiss uiid T. Reichsteh 

(8. X. 65) 

Vor einiger Zeit wurde berichtet [Z], dass die %men von Mallotus philippinelasis 
:ardenalidglykoside enthdten. Wie uns Herr BESET rnitteilte, fand er solche Stoffe 
iuch in Mallotus paniculatecs und konnte zwei davon auch in Kristallen isolieren 
Subst. A und I3, Identifizierung siehe unten). Mit seinem Einverstandnis habeii wir 
lie Pflanze analysiert3). 

Besckajfulzg des Ausgangsmakvials. 3,7 kg frische Samen (Probe b) sandte uns 
Ierr BISSET~). Sie wurden irn November und Dezember 1961 gesammelt ton waste 
mound near our Department o und erreichten uns am 29. Dezember 1961 in ausge- 
eichnetem Zustand. Herr BrssET sandte uns noch weitere 2,l  kg alterer Sarnen 
Probe a, gesamrnelt im Jahre 1959 am gleichen Ort), die aber noch nicht untersucht 
rurden. 

Extraktion und Vortrennung dev Extrcakte. 2,0 kg der frischen Samen (Probe b) 
rurden genau wie bei MaiEotus phdifipinensis beschrieben [Z] gemahlen, entfettet, 

) 271. Mittcilung: K. BERTHOLD ei  al. [I]. 
I. - ~ ~ l l ~ ~  (,f *pwr r A N C  f.nmmrxT rVtr...- v--.---.- --- __ -... , . -.. I . t Y j ~ ~ ~ h a .  I \ I )~L, \KLH,  i w w  riavon, 

Conn., USA. 
1 Wir danken Herrn N. G. BISSET, damals Dep. of Chemistry, Jaian Sultan, Petaling Jaya, 

RuaIa Lumpur, Malaya. auch hier bestens fur seine wertvollen Angaben und die Uberlassung 
von Material. .4nsser iiber Mullotrrs philippinensis scheint es wenig Literatur iiber chemischc 
Untersucbungen an Vcrtretern der Gattung Mallo#us zu geben. Herr BISSET (Bricf vom 
20. Dezember 1961) nannte uns die folgenden: Nach GRESHOPF [3] enthatten die Blatter von 
-waibh45 blumeana M~~LLER-ARG. (sub Plugiunthera opposdifololia REicwa. et ZOLL. ,  r Tjalik 
angin @) ein scharfes giftiges Harz, auch Gerbstoff und Spuren Alkaloide. Einige Angaben fin- 
den sich bei BURKrLL [4] und bei HEYNE [5]. Nach BURKILL [4! mird .1. panicudahs von den 
Eingeborenen medizinisch verwendet. 




