schlieSlich kristallisiert. Weitere Reinigung durch Sublima-
tion im Hochvakuum bei Raumtemperatur ergibt 10-20 mg
rot-schwarze Kristalle der Zusammensetzung SiJ,[Fe-
(CO)]..
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Stereochemie der coenzym-B,,-abhingigen
Methylmalonyl-CoA-Mutase-Reaktion.
Untersuchung mit Athylmalonyl-CoAl™"]

Von Jdnos Rétey und Boleslaw Zagalak'™

Alle bisher untersuchten coenzym-B,,-abhingigen enzy-
matischen Umlagerungen verlaufen gemi8 Gl. (1).

TR L5
H-C—CoH = ocoh (1)
r'® Fge R'® Bge

Die an C, und Cg stattfindende Substitution von R durch
H bzw. H durch R wurde in einigen Fillen stereochemisch
untersucht, doch konnte immer nur eines der Zentren
erfaBt werden. Bei der Glutamat-Mutase-Reaktion
(R=CHNH,—COOH, R’'=COOH, R"=H)*1 und bei
der Propandiol-Dehydrase-Reaktion (R = R” = OH,
R’=CH,)!? wurde Inversion, beider Methylmalonyl-CoA-
Mutase-Reaktion (R =COSCoA, R'=COOH, R"=H)
Rentention am untersuchten Zentrum beobachtet!?l.

In Anbetracht der sonstigen Analogien zwischen diesen
Reaktionen'* war die Verschiedenheit des sterischen Ver-
laufs bemerkenswert. Ist der Mechanismus der Methylma-
lonyl-CoA-Mutase-Reaktion wirklich verschieden von
dem der beiden anderen Umlagerungen oder folgt der
sterische Verlauf nicht unmittelbar aus dem Mechanismus
des Umlagerungsschrittes? Um diese Frage zu beantwor-
ten, war es wiinschenswert, die sterischen Verh#ltnisse bei
der Methylmalonyl-CoA-Mutase-Reaktion méglichst an
beiden Wanderungstermini aufzukliren. Methylmalonyl-
CoA selbst eignet sich nicht fiir diese Untersuchung. Wir
fanden nun, daB auch Athylmalonyl-CoA von der Mutase
aus Propionibacterium shermanii umgesetzt wird.

(2RS)-Athylmalonyl-CoA, hergestellt analog (2RS)-Me-
thylmalonyl-CoAl!®), wurde mit gereinigter Methylmalo-
nyl-CoA-Mutase aus Propionibacterium shermanii'® umge-
setzt. Die Reaktion verlief etwa 1000-mal langsamer als
mit dem natiirlichen Substrat, wie die gaschromatographi-
sche Analyse des in die Dimethylester iibergefiihrten Pro-

[*] Prof. Dr. J. Rétey
Lehrstuh! fiir Biochemie im Institut
fur Organische Chemie der Universitit
75 Karlsruhe, Richard-Willstiitter-Allee

Priv.-Doz. Dr. B. Zagalak

Laboratorium fiir Organische Chemie

der Eidgendssischen Technischen Hochschule

Ziirich (Schweiz)
[**] Diese Arbeit wurde durch den Schweizerischen Nationalfonds zur
Forderung der Wissenschaftlichen Forschung (Projekt Nr. 3.635.70) unter-
stiitzt. - Wir danken Prof. J. W. Cornforth und Dr. G. Ryback, Milstead
Laboratory of Chemical Enzymology, Sittingbourne (England) fiir die
Aufnahme der ORD-Kurven, Dr. J. Vollmin, Kinderspital Ziirich, fiir
die gekoppelte gaschromatographisch-massenspektroskopische Analyse,
Priv.-Doz. Dr. J. Seibl, Laboratorium fiir organische Chemie der ETH
Ziirich fiir die Massenspektren und Prof. R. Ernst und Herrn A. Frei,
Laboratorium fiir physikalische Chemie der ETH Ziirich, fiir die Aufnah-
me der 220-MHz-NMR-Spektren.
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duktgemisches ergab. Gleichzeitige massenspektroskopi-
sche Untersuchung zeigte, daB es sich wirklich um ein
Gemisch von Athylmalonsiure- und Methylbernsteinsiu-
re-dimethylestern handelte. Die Hauptmenge des Produkt-
gemisches wurde nach Hydrolyse diinnschichtchromato-
graphisch getrennt und der Methylbernsteinsiure aufgrund
ihres ORD-Spektrums!”! die (R)-Chiralitit zugeordnet. In
der wohlbegriindeten Annahme, daB das in der Mutase-
Reaktion umgesetzte Athylmalonyl-CoA (1 ) dieselbe Kon-
figuration [(2R)] besitzt wie das natiirliche Substrat(>-8],
kann man die enzymatische Reaktion mit Gl. (2) beschrei-
ben.

COSCoA HH

H=C—CH;—CHy === H—C—¢—CHy (2)
COOH HOOC COSCoA
R r—(1) (R)

Um weitere Aufschliisse iiber den sterischen Verlauf der
Reaktion zu erhalten, wurden spezifisch deuterierte Sub-
strate eingesetzt. Zur Unterscheidung der Methin- und
Methylenprotonen im Produkt bot sich die 'H-NMR-
Spektroskopie des Methylbernsteinsidure-dimethylesters
an: Seine Methin- und Methylenprotonen erscheinen bei
220 MHz als drei getrennte Multipletts [(CDCl,), §=2.35.
(q), 2.70(q) und 2.90 (sex)]. Die Zuteilung der Methylenpro-
tonen zu den beiden Quadruplets bei 2.35 bzw. 2.70 ppm
erfolgte mit Hilfe der Spektren von stereospezifisch deute-
rierten Referenzproben. Behandlung von Methylfumarsiu-
re (Mesaconsdure) bzw. Methylmaleinsidure (Citraconsdu-
re) mit Diimid in Deuteriumoxid gab je eine Probe von
racemischer threo-[2,3-2H,}- bzw. erythro-[2,3-2H,]-Me-
thylbernsteinsiure, welche anschlieBend in die Dimethyl-
ester tibergeflihrt wurden. Im entsprechenden Bereich des
220-MHz-NMR-Spektrums des threo-Dimethylester war
nur noch ein Signal bei 2.35 ppm und in demjenigen des
erythro-Dimethylesters ein Signal bei 2.70ppm zu beob-
achten.

Diese Zuordnung der NMR-Signale war Voraussetzung
fiir die Interpretation der folgenden enzymatischen Versu-
che:

Deuteriertes Athylmalonyl-CoA (7a) wurde in Deute-
riumoxid hergestellt und anschlieBend im gleichen
Losungsmittel mit einem epimerase-haltigen Methylmalo-
nyl-CoA-Mutase-Priparat aus Propionibacterium sher-
manii umgesetzt. Damit war die Anwesenheit von Deute-
rium an C-2 sichergestellt. Nach Hydrolyse der Produkte
isolierte man Methylbernsteinsdure und Athylmalonsiure
im Verhéltnis 11 :4, was darauf hinweist, da8 die Epimerase
auch mit Athylmalonyl-CoA aktiv ist.

COSCoA
¥
R—C-(-CH; — R—C—~C~CH; —»-> R~CCHj
H | Coscoa H-CZR
COOH COOH coocH,
(1) (2)

{(a),) R=D,R' =H; (b)), R=H, R =D

Der Dimethylester der auf diese Weise erhaltenen (R)-Me-
thylbernsteinsédure (2a) (ORD) enthielt 95 % monodeute-
rierte Molekiile (MS). Im 220-MHz-NMR-Spektrum fehlte
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das Signal bei 2.70 ppm, so daB es sich um (2R, 3S) -
[3-*H]-Methylbernsteinsdure handeln mufte.

Aus diesem Ergebnis folgt, daB die Substitution an C-2
des Athylmalonyl-CoA unter Retention verliuft.

Um das stereochemische Bild abzurunden, bendtigte man
noch eine in der Methylengruppe stereospezifisch deute-
rierte Athylmalonyl-CoA-Probe. Ausgehend von (R)-[l-
H]-Athanol!®!, welches enzymatisch erhalten wurde!'?,
synthetisierte man (35)-[3-2H]-Athylmalonsiure durch Al-
kylierung von Didithylmalonat mit dem entsprechenden
Athyltosylat. Die bei der Substitution erwartete Inversion
der Konfiguration wurde durch Decarboxylierung der deu-
terierten Athylmalonsiure zu (35)-[3-H]-Buttersiure und
Aufnahme von deren ORD-Kurve!*!! bestéitigt.

Das Mono-Coenzym-A-Derivat (1b) der so hergestellten
und charakterisierten (38)-[ 3->H]-Athylmalonsiure wurde
mit Methylmalonyl-CoA-Mutase in (2R)-2-Methylsucci-
nyl-CoA umgewandelt, welches nach Hydrolyse und
Behandlung der Siurekomponente mit Diazomethan als
Dimethylester (2b) massen- und NMR-spektroskopisch
untersucht wurde. Das Massenspektrum bestitigte eine
vollstiindige Beibehaltung des Wasserstoffisotops im Laufe
der enzymatischen Umsetzung, wéhrend dessen Stellung
in der Methinposition aus dem NMR-Spektrum hervor-
ging.

sk
1, GOSCoA 11 g I:\IH q
\'C / U /
— % —_— C—C. (3)
/ Hp / \ cOsCoa
HOOC CH, HOOC CH,

Daraus folgt, daB von der Methylmalonyl-CoA-Mutase
aus Propionibacterium shermanii das 3-Hz-Atom des Athyl-
malonyl-CoA beansprucht wird und die Substitution auch
an C-3 unter Retention stattfindet [Gl. (3)].
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(CH3);SnS;N; — ein fiinfgliedriger
Zinn-Schwefel-Stickstoff-Ring! **!

Von Herbert W, Roesky und Hartmut Wiezer!']

Tetraschwefeltetranitrid!!! (1) reagiert mit Tris(trime-
thylstannyl)amin ( 2 ) im Molverhiltnis 1:2 nahezn quanti-
tativ zu 5,5-Dimethyl-1,3A4,2.4,5-dithiadiazastannol (3),
N,N'-Bis(trimethylstannyl)schwefeldiimid'? (4) und Te-
tramethylstannan (5).

SgNg + 2 [(CHy)Sn]sN —a
(1) (2)

H,C N

N

osu{_ || + 2 (CHy)ySn—N=5=N-Sn(CHj)s + (CHy)4Sn
H¢” N=S

(3) (4) (s)

Nach IR-Untersuchungen bilden sich aus (7) und (2)
zunichst jedoch nur (4) und Schwefel. Bei Vakuumsubli-
mation der Primérprodukte (45°C/ca. 0.01 Torr) entstehen
daraus (3) und (5). Nucleophiler Angriff des Schwefels
an einem Sn-Atom von (4) fiithrt dabei unter Wanderung
einer Methylgruppe zum Ringschlul3.

Die bei Raumtemperatur feste, gelbe Verbindung (3) zer-
setzt sich bei 198 °C und 14Bt sich aus CH,Cl, umkristalli-
sieren. Sie wurde durch Elementaranalyse und durch das
Massenspektrum charakterisiert: m/e=242 Molekiil-Ion
(rel. Int. 58%), 227 M —CH,, (100), 212 M —2CH, (5), 196
(CH3),SnSN (4), 181 CH,SnSN (16), 166 SnSN (12), 135
CH,Sn (33), 120 Sn (23), 46 SN (42); die zinnhaltigen
Fragmente sind nur mit '2°Sn angegeben.

Die kryoskopische Molekulargewichtsbestimmung in Ben-
zol (gef. 489) und die osmometrische in Chloroform (gef.
479) ergeben — im Gegensatz ‘zur Gasphase — fiir (3)
in Losung die doppelte relative Molekiilmasse, woraus
wir auf eine Dimeren-Struktur entsprechend

SN CH,
“ Sn
N-5~ T\CHa

H3c\l N

/Sn
1< N=5

schlieBen. Nach dem 'H-NMR-Spektrum bei Raumtempe-
ratur (TMS ext.) sind die Methylgruppen dquivalent: §=
—0.95 ppm; Jy_urg, =66.3, Jy_uneg, =69.3 Hz. Das IR-
Spektrum (KBr-PreBling) zeigt Absorptionen bei 2960s,
2880s, 1393s, 11865, 1064st, 1034sst, 901 st, 778st, 737s,
702st cm™ 1.

Arbeitsvorschrift:

Zur Suspension von 2.1g (1.14 mmol) S,N, in 150 ml
CH,Cl, 148t man bei —20°C 11.5g (2.28 mmol)

[*] Prof. Dr. H. W. Roesky und Dipl.-Chem. H. Wiezer

Anorganisch-chemisches Institut 1 der Universitiit
6 Frankfurt, Robert-Mayer-StraBe 7-9

{**] Diese Arbeit wurde vom Fonds der Chemischen Industrie unter-
stiitzt.
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