methylsubstituiertes Derivat zu erhalten. Nach Hydrolyse
des Enolates 8 bei —78 °C wurde jedoch als Ergebnis einer
intramolekularen Aldol-Addition der tricyclische Komplex 9
diastereomerenrein zusammen mit zwei Nebenprodukten!!?!
(1:1) in 48 % Ausbeute erhalten. Nach NMR-spektroskopi-
scher Charakterisierung wurde die relative Konfiguration
durch eine Kristallstrukturanalyse bestimmt!! 3!, Danach er-
folgt nach Protonierung einer Enolat-Gruppierung der in-
tramolekulare nucleophile Angriff auf die gebildete Carbo-
nylgruppe bevorzugt von der dem Metallatom abgewandten
Seite des bicyclischen Liganden her.

O@
3 b)
Cr(co); Og
2u®
8 9
c) l
SiMe,
0
10
Cr(Co), O
SiMey

Schema 3. a) 7 Aquiv. 2-Propenyllithium. —78°C; b) H,0', ~78°C.48%:¢)
Trimethylsilyltrifluormethansulfonal. —40° C, 70 %.

Um zu zeigen, dafl 9 tatsdchlich iiber das Dienolat 8 als
Primirprodukt der doppelt anionischen Oxy-Cope-Umlage-
rung entsteht, wurde 8 mit Trimethylsilyltrifluormethansul-
fonat abgefangen. Der dabei erhaltene Bis(trimethylsilyl-
enolether) 10 (70%) durfte sich zur Einfithrung weiterer
Substituenten in die «-Positionen eignen!!4],

Wir haben gezeigt, daB3 durch die Koordination von 1,2-
Dioxocyclobutabenzol an eine Tricarbonylchrom(o)-Einheit
doppelt anionische Oxy-Cope-Umlagerungen unter beson-
ders milden Bedingungen erméglicht werden, die zu unter-
schiedlich substituierten Benzocyclooctan-1,4-dion-Kom-
plexen fiihren. Zur Zeit untersuchen wir anhand von
Umsetzungen mit anderen Alkenyllithium-Reagentien, in-
wieweit diese Reaktion einen alternativen Zugang zu Acht-
ringverbindungen bietet!'*, '

Experimentelles
Alle Operationen werden unter Luftausschlu} ausgefthrt.

3:2u 2,99 g (8.4 mmol) 2 [4] gibt man bei 0°C 125 mL konzentrierter Salzsdure
und riihrt 2 h intensiv bei 20 'C. Die Reaktion wird diinnschichtchromatogra-
phisch verfolgt (Diethylether/Pentan 2:1, SiQ,). Wihrend der Reaktion wird
die Mischung tiefrot und gegen Ende der Reaktionszeit rotbraun. 3 fillt teilwei-
se als burgundroter Feststofl aus. Die Mutterlauge wird mit einem Kapillar-
heber abgetrennt. Der Riickstand wird mit Wasser gewaschen, im Olpumpenva-
kuum getrocknet, zweimal mit wenig kaltem Pentan gewaschen und nochmals
Olpumpenvakuum getrocknet. Es verbleiben 1.56 g 3. Die Mutterlauge wird
mit Diethylether extrahiert, die Extrakte 2 h iber MgSO, getrocknet und im
Vakuum vom L&sungsmittel befreit. Der Riickstand wird zweimal mit wenig
kaltem Pentan gewaschen und dann im Olpumpenvakuum getrocknet. Man
erhilt 0.23 g 3. Gesamtausbeute: 1.79 g (6.7 mmol, 80%) 3 (Fp =132.2°C).

§: Eine Losung von 304 mg (1.13 mmol) 3 in 100 mL Diethylether/THF (1:1)
wird iiber 4 h bei —78°C zu 15.8 mL (7.9 mmol) einer 0.5 M Lésung von Vinyl-
lithium in THF getropft: die Reaktionsldsung férbt sich unmittelbar nach Be-
ginn des Zutropfens schwarz. Man 1Bt 16 h bei —78 °C rithren und hydroly-
siert anschlieBend bei —78"C mit gesittigter wabBriger Ammoniumchlorid-
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I6sung. Die erhaltene rote Losung extrahiert man mit Wasser, trocknet die
organische Phase Giber MgSO, und erhilt nach Abkondensieren des Lsungs-
mittels und Trocknen im Olpumpenvakuum 5 als rotes O1. Nach siulenchroma-
tographischer Reinigung (Si0,, Diethylether/Pentan 5:1) und Kristallisation
aus Diethylether/Pentan erhilt man 320 mg (0.99 mmol, 87%) § (Fp = 145-
146 °C).
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A B=992001), V=20449A%, o, =1.74gem"?, u=1094cm™’,

F000) = 1072, Z = 8, Kristallsystem monoklin, Raumgruppe P2, /¢

(Nr. 14). Enraf-Nonjus-CAD4-Diffraktometer, i = 0.71069 A. MeBme-

thode -2, 5017 gemessene Reflexe (xh, + &, + /), [(sin0)/A]

0.65A°". 4671 unabhiingige und 3887 beobachtete Reflexe [/ > 20(/)],

339 verfeinerte Parameter, H-Atom-Positionen berechnet und in die Klein-

ste-Fehlerquadrate-Verfeinerung aufgenommen, R = 0.034. R, = 0.044
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Propionylaza(dethia)coenzym A als Psendosubstrat
der biotinhaltigen Transcarboxylase

Von Harald Martini und Janos Rétey*

Die genaue Wirkungsweise der biotinhaltigen Carboxyla-
sen ist noch immer umstritten!'). Seit dem beriihmten Expe-
riment von Lynen et al.l?! steht fest, daB} enzymgebundenes
1"N-Carboxybiotin ein Intermediat der Carboxylierungsre-
aktion ist. Es ist immer noch ungeklirt, wie die Carboxylie-

[*] Prof. Dr. ). Rétey. Dr. H. Martini

Lehrstuhl fiir Biochemie im Institut fiir Organische Chemie der Universitiit
Richard-Willstétter-Allee, W-7500 Karlsruhe 1
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rung von Biotin zu 1'N-Carboxybiotin mit der simultanen
Hydrolyse von ATP gekoppelt ist und wie die Carboxygrup-
pe anschlieBend auf das Substrat, z.B. Propionyl-Coenzym
A(CoA), iibertragen wird. Die Retention der Konfiguration
bei der Substitution eines H-Atoms gegen eine Carboxy-
gruppe® 7! sowie ein teilweiser Tritiumtransfer zwischen
nichtcarboxylierten Substraten (Propionyl-CoA und Pyru-
vat)!® der Transcarboxylase schienen zunichst fiir einen
konzertierten Reaktionsmechanismus zu sprechen (Abb. 1).

¢

i

N NH

wy

Abb. 1. Konzertierter Mechanismus der Ubertragung der Carboxygruppe von
1"N-Carboxybiotin auf das Substrat.

)

Spétere Ergebnisse mit f-Fluorpropionyl-CoA als Pseudo-
substrat 1 und vor allem die Resultate mit einem Doppelt-
Isotop-Fraktionierungstest' 1 haben jedoch gezeigt, daB
die Ubertragung der Carboxygruppe — wahrscheinlich auf
die Enolatform des Substrates — stufenweise stattfindet. Die
zwei verbleibenden moglichen Mechanismen sind in Abbil-
dung 2 wiedergegeben. Variante a ist ein direkter nucleophi-
ler Angriff des Substrat-Enolates auf die Carboxygruppe
von 1’N-Carboxybiotin. Nach Variante b wiirde Carboxy-
biotin zuerst decarboxyliert und das entstandene CO, an-
schlieBend vom Enolat abgefangen '},

an
CoAS\|/0
a H R b
o o* CoAS 40
| ) o R
NN b ¢ o_
HN N g So H

s 4

Abb. 2. Stufenweiser Mechanismus fiir den Carboxygruppentransfer von 1'N-
Carboxybiotin auf das Substrat. Variante a: Direkter Angriff des Substrat-Eno-
lates; Variante b: vorausgehende Decarboxylierung von 1'N-Carboxybiotin
gefolgt vom Abfangen des eingeschlossenen CO, durch das Substrat-Enolat.

Um zwischen diesen Varianten zu unterscheiden, haben
wir, ausgehend von N-(2-Aminoethyl)propionsidureamid 1,
Propionylaza(dethia)-CoA 5 synthetisiert. Wir folgten im
Prinzip demselben Weg, der bereits bei der Herstellung von
Propionylcarba(dethia)-CoA beschritten wurde "' 4. 1 wurde
mit (Z)-f-Alanin-p-NO,-phenylester zu 2 umgesetzt. Nach
hydrogenolytischer Abspaltung der Schutzgruppe konden-
sierte man 2 in der Schmelze mit b-Pantolacton zu 3 (X =
H). Die Phosphorylierung von 3 (X = PO,H,) erfolgte mit
p-Cyanoethylphosphat '3, SchlieBlich wurde 3 (X =
PO,H,) mit Adenosin-2',3-cyclophosphat-5-phosphomor-
pholidat 4 gekoppelt. Nach saurer Offnung des 2',3'-Phos-
phatesterringes wurde das entstandene Propionylaza(de-
thia)coenzym A 5 vom 2'-Phosphoderivat (iso-5) chromato-
graphisch getrennt und spektroskopisch charakterisiert 4.
In einem kombinierten optischen Enzymtest verhielt sich §
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scheinbar als Substrat der Propionyl-CoA-Oxalacetat-
Transcarboxylase (Oxalacetat = 2-Oxobernsteinsdure) aus
P. shermanii. Die kinetischen Konstanten K, und v,,, fiir
Propionyl-CoA betragen 0.47 x 10~* M bzw. 2.40 umol/min
mL und fir § 1.29x107* M bzw. 0.11 umol/min mL. Die
Untersuchung des Produktes durch 'H-NMR-Spektrosko-
pie zeigte, daB3 kein Methylmalonyl-CoA entstand, d.h. die
Carboxygruppe von Oxalacetat nicht auf 5 iibertragen wur-
de. Durch einen Enzymtest wurde jedoch die Entstehung von
Pyruvat nachgewiesen, woraus geschlossen werden muf,
daB eine enzymatische, durch das Analogon 5 induzierte
Decarboxylierung von Oxalacetat stattfand.

Um einen direkten Bewets fiir die Decarboxylierung zu
erbringen, wurde anstatt des Oxalacetates dessen 3-Fluor-
Analogon eingesetzt. 3-Fluoroxalacetat ist ein Substrat fiir
die Transcarboxylase '3! und seine Decarboxylierung kann
direkt durch '*F-NMR-Spektroskopie registriert werden.
Das Signal von Fluoroxalacetat erscheint bei § = — 204 (Tri-
fluoracetat § = —77), dasjenige von Fluorpyruvat bei
6 = — 230. Nachdem die Reaktion fiinf Stunden NMR-
spektroskopisch verfolgt worden war, stellte sich heraus, da3
in Gegenwart von Propionylaza(dethia)-CoA 5 (12 mM)
etwa doppelt soviel Fluoroxalacetat decarboxyliert wurde
wie mit Transcarboxylase allein.

Die Induktion der Decarboxylierung kann so interpretiert
werden, daf3 die Bindung des Pseudosubstrates 5 die notwen-
digen Konformationsinderungen beim Enzym bewirkt, um
die Decarboxylierung von 1’N-Carboxybiotin zu katalysie-
ren. Wegen der geringen Aciditdt der a-CH,-Gruppe ist je-
doch die Bildung des Enolates von 5 nicht moglich, so dal
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keine Carboxylierung durch das ,,nackte*, in der Aktivstelle
eingeschlossene CO, erfolgen kann. Unsere Ergebnisse spre-
chen fiir einen Zweistufenmechanismus fiir die Ubertragung
der Carboxygruppe: 1) Abspaltung von CO, aus 1'N-Car-
boxybiotin, 2) Abfangen des eingeschlossenen CO, durch
das Enolat des Substrates (Abb. 2, Variante b). Ob das bei
der Decarboxylierung entstandene Biotin-Enolat als Base
fiir die Deprotonierung des Substrates dient, wie von I R.
Knowles ['! vorgeschlagen, ist ungeklirt. Im Gegensatz zu §
wird Propionylcarba(dethia)-CoA in der Transcarboxylase-
Reaktion zum entsprechenden Methylmalonyl-Derivat car-
boxyliert 21,
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Todazid **

Von Peter Buzek, Thomas M. Klapitke*,
Paul von Ragué Schleyer®, Inis C. Tornieporth-Oetting*
und Peter S. White*

Bis heute sind nur vier bindre Tod-Stickstoff-Verbindun-
gen beschrieben worden. Diese sind aufgrund der sehr labi-
len N-I-Bindung'! und der damit verbundenen thermodyna-
mischen Instabilitét alle explosiv: IN,* ¥ T(N,); 31 NI,
und [,N; ¥ Todazid IN, ist zwar seit Anfang dieses Jahr-
hunderts bekannt®® und somit das erste Beispiel aus dieser
Verbindungsklasse, jedoch gelang erst 1976 durch Dehnicke
die erstmalige Isolierung und schwingungsspektroskopische
Charakterisierung!®. Lediglich das anionische T(N,);

[*] Priv.-Doz. Dr. T. M. Klapétke, Dr. I. C. Tornieporth-Oetting
Institut fiir Anorganische und Analytische Chemie der
Technischen Universitit
StraBle des 17. Juni 135, W-1000 Berlin 12
Prof. Dr. P. von R. Schleyer, Dipl.-Chem. P. Buzek
Institut fiir Organische Chemie der Universitit
Henkestrafe 42, W-8520 Erlangen
Dr. P. S. White
Department of Chemistry
University of North Carolina
Chapel Hill, NC 27599-3290 (USA)

[**] Diese Arbeit wurde von der NATO (T.M.K. und P.S.W,, CRG 920034),
dem Fonds der Chemischen Industrie, der Deutschen Forschungsgemein-
schaft (KL 636/2-2) und dem Bundesminister fir Bildung und Wissen-
schatt (Graduiertenkolleg ,,Synthese und Strukturaufklirung niedermole-
kularer Verbindungen*) geférdert.
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konnte bislang strukturell charakterisiert werden!®. Das von
Jander et al.1®! réntgenographisch untersuchte [NI, - NH,],
besteht im Kristall aus Ketten, in denen das N-Atom anni-
hernd tetraedrisch von I-Atomen umgeben ist, die wiederum
teilweise schwach kovalent (2.53 A) an NH, koordiniert
sind, und ist damit keine bindre Verbindung. Im folgenden
berichten wir iiber die Reinstdarstellung von kristallinem
IN;, die Rontgenstrukturanalyse dieser Verbindung sowie
itber eine ab-initio-Berechnung ihrer Struktur.

Die Darstellung von IN, erfolgt nach modifizierter Litera-
turvorschrift!?® aus Iod und frisch hergestelltem Silberazid
gemil Gleichung (a) in CFCl,.

LG ThCFCL N, + Agl (a)

AgN, (Uberschuf) + 1,

Nach dekantierender Filtration von CFCl,-unléslichem
AgN, und Agl und anschlieBendem Abpumpen des Lo-
sungsmittels bei 0°C (14 Torr) kann hochreines, leuchtend
gelbes Todazid in Ausbeuten bis zu 95% (0.5 g) pro Ansatz
isoliert werden. Zur Réntgenbeugung geeignete Einkristalle
lassen sich durch Sublimation innerhalb von 1h bei ca.
200 Torr (N,-Schutzgasdruck im Sublimationskolben) ziich-
ten, wobei das Rohprodukt stindig bei 4 °C und der Kiihlfin-
ger bei 0 °C gehalten werden. Zur Isolierung werden die Kri-
stalle vorsichtig mit ,,Kel-F* (¢F,CCFCl),) beschichtet, auf
eine ebenfalls mit Kel-F beschichtete Glasfaser aufgebracht
und sofort auf das Rontgendiffraktometer montiert.

Nach der Kristallstrukturanalyse liegt IN; in Form von
I-N-I-N-Ketten vor, die entlang der a-Achse angeordnet
sind, wobei jedes N-Atom der Kette (N4, N5) ein terminales
N-Atom einer N,-Einheit ist (Abb. 1). Die Ketten liegen an-

Abb. 1. Struktur von TNy im Kristall. Ausgewiéhite Abstande {A] und Winkel
[°], Standardabweichungen in Klammern: 11-N4 2.264(23), [1-N5 2.30(3), N1-
N51.19(9), N2-N31.05(6), N3-N4 1.28(7), N1-N2 1.09(6); N4-11-N5 177.2(20),
N2-N3-N4 174(6), [1-N4-N3 114.2(14), I1-N5-11 121(3), [1-N5-N1 117.7(18),
N2-N1-N5 171(7).

nihernd in der IN,-Ebene und bilden Schichten!”. Da die
Iod-Atome verschiedener Schichten auf Deckung liegen,
sind die N,-Einheiten, wie erwartet, fehlgeordnet, so daB
sich die terminalen N-Atome der N;-Einheit (N2) itberla-
gern. Daher konnte die Struktur mit 100 % Besetzungswahr-
scheinlichkeit fiir N2 und 50% Besetzungswahrscheinlich-
keit fiir die Gibrigen N-Atome verfeinert werden. [ und N2
wurden wie die ibrigen N-Atome anisotrop verfeinert, letz-
tere mit jeweils nur 3.5 Elektronen pro Atom. Die geringfii-
gig groBeren thermischen Parameter der N2-Atome sind in
Einklang mit leicht unterschiedlichen Positionen der sich
iiberlagernden Atome™?. Der fiir IN, gefundene N-I-Ab-
stand (2.30 A) stimmt auffallend gut mit dem fiir das Anion
I(N,); beobachteten Wert von 2.27 A iiberein!. Dariiber
hinaus treten in IN, und I(N,); gewinkelte N,-Einheiten
mit deutlich unterschiedlichen N-N-Bindungslingen auf®,
Lediglich die I-N-N-Bindungswinkel vartieren zwischen IN,
(114°) und [(N;); (124°)13,

Die Ergebnisse einer von uns durchgefithrten ab-initio-Be-
rechnung der Struktur von IN; stimmen gut mit den experi-
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