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35. Stereochemie der enzymatischen Carboxylierung von
(2R)-2-*H-Propionyl-Coenzym A
von D, Arigoni, F. Lynen und J. Rétey!)
(8. X, 63)

Propionyvl-CoA-Carboxylase?) aus Schweineherz katalysiert die reversible Carboxy-
lierung von Propionyl-CoA zu Methylmalonvi-CoA {17 (vgl. Gleichung).

CO—SCoA CO-5CoA
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u » : -~ ] ‘ B
H ofolon

Die Reaktion benétigt als Cofaktoren ATP und Mg++. Als wirksame CO;-tiber-
tragende Gruppe wurde enzymgebundenes Biotin erkannt [2]. Die (5)-Konfigura-

1) Gegenwirtige Adresse: Org.-chem. Laboratorium der ETH, 8006 Ziirich, Schweiz.

%) Folgende Abkiirzungen werden verwendet: Co = Coenzym A; ATP = Adenosintriphosphat;
ADP = Adenosindiphosphat; ADH = Alkoholdehydrogenase; NAD} = Nicotinamid-adenin-
dinucleotid; NADH = Nicotinamid-adenin-dinucleotid, reduziert; PEP = Phospho-enol-
pyruvat; Ipm = Impulse pro Minute; Tris = Tris-hydromethvl-aminomethan.
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tion?®) des im Laufe dieser Reaktion gebildeten chiralen Zentrums ist kiirzlich durch
eine liickenlose Verkniipfung des Produktes mit dem System des Glyvcerinaldehyds
gesichert worden (4][5]. Ferner konnte gezeigt werden, dass bei der Carboxylierung
von (25)-2-*H-Propionyl-CoA 1 nur geringer Verlust des schweren Isotopes statt-
findet, wihrend beim #hnlichen Umsatz mit dem CoA-Derivat aus racemischer
2-*H-Propionsdure erwartungsgemiss ungefihr die Hilfte des Tritiums verloren
geht [51. Diese Resultate beweisen, dass die Carboxvlase zwischen den beiden sterisch
nichtidentischen Wasserstoffatomen der Methylengruppe zu unterscheiden vermag und
dass der Carboxylierungsprozess mit Retention der Konfiguration an dem in Frage
kommenden Kohlenstoffatom erfolgt.

Zur Erhirtung dieses Befundes haben wir nun auch das CoA-Derivat 7 der (2R)-2-
3H-Propionsdure hergestellt und sein Verhalten in der Carboxylierungsreaktion
untersucht. Als Ausgangsmaterial fiir die Synthese des genannten Substrates ver-
wendeten wir ein chirales 1-3H-Athanol 3, welches in Anlehnung an die Arbeiten von
Loewus, WESTHEIMER & VENNESLAND {6] durch stereospezifische Reduktion von
1-H-Acetaldehyd 2 mit Hefe-ADH und NADH erhalten wurde. Die absolute Kon-
figuration dieses Athanols ist von LEMiEUX & HowARD [7] sowie von WEBER, SEIBL &
AR1Goni {8] als (5) ermittelt worden. Der tritierte Alkohol 3 wurde in das kristalline
Tosylat 4 tibergefithrt und letzteres in methanolischer Lésung mit einem Uberschuss
von Kaliumcyanid behandelt. Unter diesen Bedingungen erfolgt die Cyanolyse mit
WaLDENscher Umkehrung und fithrt somit zur Bildung von (2R)-2-*H-Propionitril 5.
Hydrolyse dieses Propionitrils 5 zur Propionsiure unter den fiblichen alkalischen
bzw. sauren Bedingungen kam nicht in Frage, da Vorversuche mit tritiertem Wasser
und nichtmarkiertem Propionitril gezeigt hatten, dass dabei ein praktisch voll-
stindiger Austausch der Wasserstoffatome in der Methylengruppe stattfindet. Ein
solcher Austausch blieb hingegen bei Verwendung einer Reaktionsvariante unter-
bunden, nach welcher zunichst das Nitril unter milden alkalischen Bedingungen mit
Wasserstoffperoxid ins Propionamid?) und letzteres anschliessend durch Behandlung
mit salpetriger Sdure in die freie Propionsiure iibergefithrt wird. Ubertragung dieser
Reaktionsfalge auf das oben beschriebene (2R)-2-*H-Propionitril 5 lieferte erwar-
tungsgemiss eine Probe von (2R)-2-°H-Propionsiure 6, welche immer noch 95%, des
fur das Athyltosylat 4 gemessenen Tritiumgehaltes enthielt. Die Sidure wurde nach
der Methode von WIELAND & RUEFF {10] in das entsprechende CoA-Derivat 7 fiber-
gefithrt und dieses der Carboxylierung in Gegenwart der kristallinen Propionyl-
CoA-Carboxylase unterworfen.

Nach sechsfacher Verdiinnung des dabei gebildeten {25)-Methyimalonyl-CoA 8
mit dem nichtmarkierten, racemischen Thioester aus Methylmalonsiure und N-
Culanuyi-tystoatnu [11] leduzierie MAn das wemsch der beiden Lhioester in An-
lehnung an die friher entwickelte Methodik {5] mit RaNEv-Nickel zu einer weit-
gehend racemischen f8-Hydroxy-isobuttersiure (<4-)-9, welche anschliessend in das
entsprechende Hydrazid iibergefithrt wurde. Reinigung des Rohproduktes durch
wiederholte Kristallisation ergab ein racemisches Hydrazid (4)-10 vom Smp.

3 Zur Bezeichnung der abs. Konfiguration vgl. [3].
4y Zur Methodik vgl. [9]. Wir danken Herm Prof. A. EscHENMosER [iir den Hinweis auf diese
Literaturstelle.
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112-113°%}, Da dieses Hydrazid infolge seiner Unléslichkeit in Toluol fiir die Radio-
aktivititsbestimmung im Szintillationszihler ungeeignet war, wurde es schliesslich
mit dem 24,3-fachen Uberschuss des optisch reinen (—)-{R)-f-Hydroxy-isobutter-
siurehydrazids 10 vermischt und das Gemisch nach Curtivs zum (+}-{R}-Methyl-
oxazolidon 11 vom Smp. 54° abgebaut. Einsatz des optisch reinen f-Hydroxy-
isobuttersiurehvdrazids 10 bei der Verdimnung erlaubt, das Abbauprodukt in
kristalliner Form zu erhalten, was bei Verwendung des racemischen Hydrazids nicht
der Fall ist. Die Wahl des (R)-Enantiomeren ergibt sich aus der Tatsache, dass im
oben beschriebenen racemischen Priparat des f-Hydroxv-isobuttersiurehvdrazids
alle diejenigen Molekeln, die aus dem enzvmatisch gebildeten Methvimalonyl-CoA 8
stammen, die (R)-Konfiguration besitzen (vgl. [53).
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Die Bestimmung der Radioaktivitit zeigte, dass das gebildete {+)-{R)-Methyl-
oxazoliden 11 lediglich 4,27%, des in der eingesetzten Propionsidure 6 gemessenen
Tritiums enthielt. Wir neigen dazu, die beobachtete geringe Beibehaltung des
Tritiums auf die nichtvollstindige optische Reinheit der eingesetzten Propionsiure
zuriickzufithren, welche ihrerseits die Folge einer wihrend der Cyanolyse durch Ab-
waichung vnm Qx ?-Reaktinnetynne in gerinpem Masee anftretende Raremisierung
widerspiegeln diirfte.

Im Hinblick auf eine Deutung des erhaltenen Befundes soll daran erinnert werden,
dass bei Verwendung wvon racemischer 2-3H-Propionsiure nach einer dhnlichen
Reaktionsfolge dic Beibehaltung von ungefihr der Hiilfte des Tritiums nachgewiesen

% Per durch diese Reinigung bedingte Verlust des Uberschusses am R-Enantiomeren verlangt
eine Korrektur des urspriinglichen Verdiinnungsverhiiltnisses von 6,06 anf 7,05. Dic Gering-
figigkeit dieser Norrektur biirgt dafiir, dass auch deren Vernachlassigung das Ergebnis der
Untersuchung nicht wesentlich Leeinflussen wiirde.
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werden konnte {5}, Dadurch kann man ausschliessen, dass der in dieser Arbeit vom
{R)-Enantiomeren ausgehend besbachtete, praktisch vollstindige Verlust des schwe-
ren Isotopes die Folge eines nachtriglichen nichtenzymatischen Austausches dar-
stellt. Somit ist erneut erwiesen, dass die Propionyl-CoA-Carboxylase spezifisch eines
der beiden sterisch nichtaquivalenten C-Z-Wasserstofifatome des ihr eigenen Sub-
strates beansprucht und dass diesem die (R)-Konfiguration zukommt?®). Im Ubrigen
ist es interessant zu bemerken, dass diese Schlussfolgerung unabhiingig von der Frage
ist, ob die festgestellte Abwesenheit von Tritium im Produkt der Carboxylierung von
(R}-2-*H-Propionyl-CoA 7 die Folge eines echten Verlustes des schweren Isotopes
darstellt, oder cher jene einer durch einen kinetischen Isotopeneffekt bewirkte
Fraktionierung, im Sinne einer rascheren Umsetzung der isotopenireien Molekeln.
Auch im zweiten Falle ist nimlich die Einhaltung der abgeleiteten Stereospezifizitit
eine unumgingliche Voraussetzung fitir die Deutung der erhaltenen Resultate. Dass
eine auf Isotopeneffekt beruhende Diskriminierung dennoch keine bedeutende Rolle
spielt, haben bereits frithere kinetische Messungen mit Hilfe von 2-*H,-Propionyi-
CoA gezeigt, bei welchem fiir die Carboxvlase-Reaktion ein ky/kp-Verhiltnis von 1,16
gefunden wurde [5].

Einer von uns (J. R.) dankt der SCHWEIZERISCHEN STIFTUNG FUR STIFENDIEN AUF DEM GE-
BIETE DER CHEMIE {iir die finanzielle Unterstitzung.

Experimenteller Teil

Matevial und Alethoden. SH-LiAlH, (Spez. Radioakt. 221 uCjuMol) wurde von der NEw
ENGLaND NUcLEAR Corp., Boston 18, Massachusetts, USA, 3H-H,0O vom RaprocHEMICAL CENTER,
Amersham, Buckinghamshire, England, bezogen.

Hefe-ADH, Pyruvatkinase aus Kaninchenskelettmuskel, Milchsiuredenydrogenase, NAD,
NADH, PEP und CoA stammen von C. F. BOEHRINGER & SOHNE, Mannheim, Deutschland.

Kristalline Propionyl-CoA-Carboxylase {Spez. Akt. 11,4) wurde, ausgehend von 60 Schweine-
herzen, nach Kaziro ef al. [1] isoliert.

Radicaktive Proben wurden im Packarp-Tri-Carb liguid scintillation spectrometer in Toluol-
Lésung gemessen.

Herstellung von 1-3H-Acelaldehyd 2. 160 mg (1,86 mMol} Diacetyl wurden in 5 ml abs. Ather
geldst und auf — 15° abgekiihit. Unter Riihren mit einemn Magnetriihrer gab man § mg (0,105 mMot)
LiAlH, und nach 10 Min. ca. 2 mg H-LiAlH, zu. Nach 1 Std. reduzierte man das iiberschiissige
Diacetyl durch Zugabe von 60 mg (1,58 mMol) LiAlH,. Das Reaktionsgemisch wurde darauf mit
Eis und 58 HCl unter Kithlung hydroelysiert und schliesslich wihrend 24 Std. kontinuierlich mit
Ather extrahiert. Nach Abdampien des Athers blieben 136 mg eines Produktes zuriick, welches zur
Hauptsache aus einem Gemisch der beiden diastereomeren 2, 3-3H-2, 3-Dihydroxybutane bestand
(Radioakt.: 4,57 - 108 Ipm/mMol}). Dieses Produkt wurde ohne weiterc Reinigung in 10 mi 1n
H,y50, gelést und die Lisung mit 820 mg H;JO, iber Nacht stehengelassen, Destillation des
Realtionsgemisches bei Normaldruck und Auifangen des Destillates in ciner mit Eis gekiihien
Vorlage lieferte eine wisserige Lisung, welche 1,0 mMol des 1-*H-Acetaldehyds 2 enthielt (Be-
stimmung mit Hilfe von Hefr  ATYH)

Reduktion des T-2H-Acelaldehyds 2 mit Hefe-4.DH und NADH und Isolierung des (S)-1-2H-
Athyliosylats 4. 1,0 mMol 1-3H-Acetaldehyd 2, in 100 m] Wasser gelést, wurde mit 1 ml 1x Kalium-
phosphatpuffer (pH 7), 1 g NADH (1,27 mMol) und 15 mg kristalliner Hele-ADH versetzt. Spektro-
photometrische Verfoligung der Reduktion anhand der Absorptionsbande bei 366 nm zeigte, dass die
Reaktion nach wenigen Min. beendet war. Darauf wurde die Lésung mit K,CO, (112 g} gesdttigt
und anschliessend mit 2 m! (34,3 mMol) abs. Athanol versetzt (Verdiinnungsfaktor: 35,3). Nach
kontinuierlicher Extraktion mit Ather wihrend 24 Std. wurde die dtherische Lésung mit frisch

%) Fiir die konfigurative Bezcichnung der sidentischen» Substituenten an einem Kohlenstofi-
atom vom Typ Caabe vgl. [87.
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geglihtem Na,S0, getrocknet und bei —10° zu ciner Lsung von 3 g Tosylchlorid in 15 ml abs.
Pyridin getropft, Nach Aufarbeitung des Gemisches erhielt man 2,24 g (10,38 mMol) kristallines
Athyltosylat 4. Die Reinigung erfolgte durch Destillation bei 175° und 15 Terr und ergab 2 g reines
Athyltosylat 4 vom Smp. 32-33°. Radioakt.: 6,6 + 108 Ipm/mMol.

Uberfiihrung von (S)-1-2H-Athyliosylat 4 in (R)-2-2H-Propionsiure 6. 1 g (5 mMol) (5)-13H-
Athyltosylat 4 und 0,35 g (5.38 mMol) KCN in 2 ml abs. Methano! wurden 1 Std. auf ¢a. 530° er-
wiirmt. Das durch Destillation des Gemisches bei 0,2 Torr in einer mit Aceton-Trockeneis gekiihiten
Vorlage aunfgefangene Destillat bestand zur Hauptsache aus einer methanolischen Lésung von
(R)-2-*H-Propionitril 5, welches ohne weitere Reinigung der Hydrolyse unterworfen wurde. Zu
diesem Zweck versetzte man das Destillat mit 3 ml 30-proz. H,0, und 0,1 mi 658 NaOH und er-
wirmte das Ganze 3 Std. auf 50°. Nach Einengen der Lésung am Rotationsverdampfer gab man
bei 0° 2 ml 55 H,S0, und 0,4 g NaNQyin 1 ml HyO zu und fiess das Gemisch 1 Std. bei Zimmertemp.
stehen. Anschliessend wurde es mit 4 Portionen Ather extrahiert und die vereinigten Atherischen
Phasen zweimal mit 1N Na,CO, ausgeschiittelt. Daraufhin sduertc man die alkalischen Ausziige
mit verd. H,5(, an und cxtrahierte sie mit 4 Portionen Ather. Titration der iiber Na,80, ge-
trockneten organischen Phase mit (,01x alkoholisclier WOH-Losung ergab dic Anwesenheit von
0,5 mMo! Siure. Spez. Radioakt.: 6,24 + 10* Ipm/mMol.

Veresterung der {R)-2-2H- Propionséure 6 mit Coenzvm . Eine Losung von 129 Mol (R)-2-2H-
Propionsiure 6 in 6 ml Ather wurde mit abs. Tridthylamin versetzé und anschiiessend wihrend
3 Std. mit Nay,50, getrocknet. Nach Einengen auf 0,6 ml gab man 4 ml frisch iiber LiAlF, destil-
liertes Tetrahydrofuran und daraufhin bei —15° 0,132 ml eines 1: 10 Gemisches von Chlorameisen-
sdure-dthylester und abs. Tetrahydrofuran hinzu. Nach 15 Min. Reaktionszeit mischte man dicse
Lésang mit cinem Gemisch von 80 mg CoA und 2 ml 2m KHCO,. Unter gelegentlichem Umschiit-
teln less man das Ganze 10 Min. bei 0° reagieren. Am Schiuss wurde die Lésung mit Dowex 50 H -
Form angesduert und daraufhin 4 Std. mit Ather perkoliert. Entfernung des Athers und des
Ionenaustauschers lieferte eine klare Losnng, deren Gehali an Prnplonvl CoA mit Hilfe des Car-
boxvlase-Testes [12] zu 50,5 gMol bestimmt wurde.

Enzymatische Carboxylierung des (2R)-2-3H-Propionyl-Cod 7. Der Reaktionsansatz enthiclt:
50,5 uMol (2R)-2-8H-Propionyl-CoA 7, 65 Einh. Propionyl-CoA-Carboxylase; 22 Einh. Pyruvat-
kinase aus Kaninchenskelettmuskel; 80 mg (ca. 123 gMoil) ATP; 63 mg (ca. 100 uMol} PEP; 1 ml
0,Im MgCly; 1 ml 1M KCl; 2 ml Im KHCO,; 2ml 1M Tris-Puffer {pH 8); Totalvolumen des Reak-
tionsgemisches 15,44 ml; Reaktionstemperatur 23°. Durch Bestimmung des im Laufe der Reaktion
freiwerdenden Pyruvats mit Hilfe von Milchsiuredehydrogenase konnte festgestellt werden, dass
nach 10 Min. 50,9 yMol Methylmalonyl-CoA 8 entstanden waren.

Uberftibrung von (S)-Methvimalonyl-Cod & in (R)-Methyvloxazolidon 11. 76 mg {251 uMol}
S-Methylmalonyl-N-octanoyl-cysteamin [11] wurden in 2 ml Im KHCO, gelést und mit 49,5 gMol
der oben beschriebenen Lasung von Methylmalonyl-CoA 8 vermischt. Die Reduktion mit RANEY-
Nickel und die anschliessende Anfarbeitang und Uberfithrung in das (+)-( ®)-2-Methyloxazolidon
11 erflolgten wie friiher beschrieben [3]. Auf der Stule des g-Hydroxy-isobuttersiurchvdrazids
{+)-10 (Smp. 112-113") verdiinntc man das crhaltene Matcrial mit der 24,3-fachen Menge
(£)-(R)-B-Hydroxy-isobuttersiurehydrazid 10 (Smp. 132-133°). 10 mg (96,2 pMol) des einmal
umkristallisierten {4 )-(R)-2-Methyloxazolidons 11 {Smp. 33-54°) enthiclten 150 Tpm, was einer
spez, Radioakt. von 1,56 Ipm/uMol entspricht.

SUMMARY
(R)-2-3H-propionyl-CoA 7 has been prepared from (5)-1-*H-¢thanol 3. Carboxyla-
tion of this substrate with propionyl-CoA carboxylase (pig heart) to (25)-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 Laberatorium der
Eidg. Technischen Hochschule, Ziirich,
und
Max-Praxck-Institut fur Zellchemie, Miinchen
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36. Die Cardenolide der Samen von Mallotus paniculatus
MULL.-ARG. (Euphorbiaceae)
Glykoside und Aglykone, 272, Mitteilung?)
von K. D. Roberts?), Ek. Weiss und T. Reichstein
(8. X. 65)

Vor einiger Zeit wurde berichtet (2], dass die Samen von Mallotus philippinensis
Jardenalidglykoside enthalten. Wie uns Herr BissET mitteilte, fand er solche Stoffe
wch in Mallotus paniculatus und konnte zwei davon auch in Kristallen isolieren
Subst. A und B, Identifizierung siehe unten}. Mit seinem Einverstindnis haben wir
lic Pflanze analysiert?).

Beschaffung des Ausgangsmaterials. 3,7 kg frische Samen (Probe b) sandte uns
{err BisseT3). Sie wurden im November und Dezember 1961 gesammelt «on waste
round near our Department» und erreichten uns am 29. Dezember 1961 in ausge-
eichnetem Zustand. Herr BisseT sandte uns noch weitere 2,1 kg ilterer Samen
Probe a, gesammelt im Jahre 1959 am gleichen Ort), die aber noch nicht untersucht
rurden.

Extraktion und Vorirennung der Extrakte. 2,0 kg der frischen Samen (Probe b)
rurden genau wie bel Mallolus philippinensis beschrieben [2] gemahlen, entfettet,

) 271. Mittcilung: R. BERTHOLD ¢/ al. [1].

I Felinw of Trer Taww Cnwers Ceeeoes Momeonzon 70, Lo Slesicas Dueskakun, NeW HEVen,
Conn., USA. )

) Wir danken Herrn N, G. BisseT, damals Dep. of Chemistry, Jalan Sultan, Petaling Jaya,
Kuala Lumpur, Malaya, auch hier bestens fiir seine wertvollen Angaben und die Uberlassung
von Material. Ausser iiber Maliotus philippinensis scheint es wenig Literatur iiber chemische
Untersuchungen an Vertretern der Gattung Mallotus zu geben. Herr Bisset (Brief vom
20. Dezember 1961) nannte uns die folgenden: Nach GrESHOFF [3] enthalten die Blitter von
Mallotus blumeana MIULLER-ARG. (sub Plagianthera oppositifolic Reicus. e ZorL., ¢Tjalik
angin#) ein scharfes giftiges Harz, auch Gerbstoff und Spuren Alkaloide. Einige Angaben fin-
den sich bei BurkiLL [4] und bei HEYNE [3). Nach BURkILL [4] wird . pariculatus von den
Eingeborenen medizinisch verwendet.





