Nachweis von 4',5'-Anhydroadenosin als Spaltprodukt
von Coenzym B,, in funktionellen Holoenzymen'™

Von R. N. Katz, T. M. Vickrey und G. N. Schrauzer(")

Coenzym B, ; (5'-Desoxyadenosylcobalamin) (1) geht bei
Einwirkung von Basen unter Spaltung der Co—C-Bindung
in 4',5-Anhydroadenosin (2) und das nucleophile Co(1)-Deri-
vat des Corrins (Vitamin B, ;) (3) iiber. Eine Reaktion dieses
Typs wurde als Mdglichkeit der enzymatischen Coenzym-B, ,-
Aktivierung vorgeschlagen, da auf diese Weise das hochreakti-
ve Co(1)-Derivat (3) aus (1) in Abwesenheit von Reduktions-
mitteln entsteht(!),
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Versuche mit Ethanolamin-Desaminase und '*C-markier-
tem () unter anaeroben Bedingungen erbrachten Hinweise
fur die Anwesenheit von (2) im funktionellen Holoenzym
bei schonender Aufarbeitung der Enzym-Inkubate durch Ge-
friertrocknung unter LichtausschluB!?). Die ebenfalls beobach-
tete Inaktivierung des Holoenzyms durch N,O, das Co(1)-
Komplexe selektiv oxidiert, deutet auf das Vorliegen von ge-
bundenem Vitamin B, ,, im aktiven Enzym hin!?!,

Zur weiteren Stiitzung dieser Ergebnisse und unserer
mechanistischen Vorstellungen unternahmen wir analoge Ver-
suche mit D,L-Propandiol-Hydrolase (Diol-Dehydrase), dies-
mal jedoch unter Verwendung von 5'-3H-markiertem Coen-
zym B,,. Kéufliches Enzym der Fa. Pierell S.p.A. (Mailand)
wurde unter Standardbedingungen mit D,L-Propandiol als
Substrat unter Argon bei 25°C inkubiert. Nach 15 bis 30 min
wurden die Inkubate im Dunkeln lyophilisiert. Die festen
Riickstinde wurden mit 0.5m] Methanol aufgenommen und
mit nichtradioaktivem (2) sowie mit 5'-Desoxyadenosin (4)
versetzt. Die methanolischen Losungen wurden auf Papier
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(Whatman No. I) getropft und im Dunkeln mit H,O-geséttig-
tem 2-Butanol als aufsteigender Phase chromatographiert.
Ahnliche Ergebnisse brachte die chromatographische Tren-
nung auf Silicagelplatten [mit Ethylacetat/Methanol (6:1) als
Eluierungsmittel]. Die Anwesenheit von *H-markiertem (2)
wurde durch Messung der Radioaktivititsprofile sicherge-
stellt®). Abbildung 1 zeigt ein typisches Profil.

Verbindung (4) tritt meist nur in Spuren, zuweilen auch
iiberhaupt nicht auf. Die Identitdt der als (2) angesehenen
Verbindung wird durch die Ergebnisse von Versuchen gestiitzt,
in denen die Chromatogramme mit einer {proz. KMnO,-Lo-
sung in 2proz. wiBrigem Natriumcarbonat bespriiht wurden.
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Abb. 1. Radioaktivitdtsprofil eines Papierchromatogramms (auf Whatman
No. 1) dés in Methanol aufgenommenen Riickstands nach der Gefriertrock-
nung einer mit 5'-*H-markiertem Coenzym B, inkubierten Lésung von D.L-
Propandiol-Hydrolase nach Reaktion mit Propandiol als Substrat. Die au-
thentischen, nichtaktiven Verbindungen (2 ) und (4) wurden vor der Chroma-
tographie (mit H,O-gesittigtem 2-Butanol) zugesetzt. Die Verbindungen wur-
den aufl den Chromatogrammen durch UV-Licht bzw. I;-Dampf sichtbar
gemacht.

Dieses Reagens oxidiert (4) nur langsam, (2) dagegen rasch
an der olefinischen Doppelbindung!®l. Die im Chromato-
gramm urspriinglich vorhandene H-Aktivitit im R,-Bereich
von (2) sinkt bei dieser Behandlung auf 38 % des urspriing-
lichen Wertes. Da (4) nicht immer und allenfalls in Spuren
nachweisbar war, schlieBen wir, dall es als Produkt einer
reduktiven Co—C-Spaltung von (1) entsteht, die unter nicht-
enzymatischen Bedingungen ebenfalls beobachtet wurde!®.
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Abb. 2. Radioaktivititsprofil eines Papierchromatogramms (auf Whatman
No. I} des in Methanol aufgenommenen Riickstands einer mit 5'-*H-markier-
tem Coenzym B, inkubierten Lsung von Ethanolamin-Desaminase nach
Reaktion mit Ethanolamin als Substrat. (Reaktionsbedingungen siche [2,
6].)

Verbindung (2) wurde auch in analogen Versuchen mit
*H-markiertem Coenzym B, , und Ethanolamin-Desaminase
nachgewiesen : Abbildung 2 zeigt ein typisches Radioaktivitits-
profil. Wir beobachteten (2) nur unter anaeroben Bedingun-
gen und bei Aufarbeitung der Inkubate durch Gefriertrock-
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nung bei ca. — 78 °C (Trockeneis/Aceton) und nicht mit inakti-
ven Enzympréparaten!®),

Der Nachweis von (2) in zwei coenzym-B,,-abhingigen
Enzymen stiitzt unsere Vorstellung, daB (1) enzymatisch
durch Heterolyse und nicht durch Homolyse der Co—C-Bin-
dung aktiviert wird und daB das auBerordentlich stark nucleo-
phile Co(1)-Derivat des Corrins als katalytisch aktive Spezies
fungiert.
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Dimethylcarben- und Methylphenylcarbendicarbo-
nyl(n-cyclopentadienyl)mangan!']

Von Ernst Otto Fischer, Roger Lee Clough, Gerhard Besl und
Fritz Roland Kreigll’)

Die neuen Manganverbindungen (I )und (2) sind die ersten
Ubergangsmetall-Carben-Komplexe, in denen ein Dialkyl-
oder ein Alkylarylcarben als Ligand an einem Metall stabili-
siert ist. Diarylcarben-Komplexe des gleichen Systems sind
bereits bekannt(?l,

(1) und (2) entstehen bei der Reaktion der kationischen
Carbin-Komplexe (3) bzw. (4) mit Methyllithium:

+
/CO - - 40/-50°C O/R
CsHsMn=C-R| BCl{ + LiCHy —— CsHsMp=C_ + - -+

co Pentan CO CH,
(3), R = CH, (1), R = CHy
{4), R = CGHS (2}, R = C5H5

Die roten, kristallinen Produkte sind in organischen Solven-
tien gut 16slich. Thre Zusammensetzung und Struktur geht
aus der Elementaranalyse und spektroskopischen Untersu-
chungen hervor.

Die IR-Spektren (in n-Hexan) zeigen im vco-Bereich jeweils
zwei intensive Banden. Thre Verschiebung zu héheren Wellen-
zahlen im Vergleich mit dem analogen Phenylmethoxycarben-
Komplex (6)P1 stiitzt die Annahme einer stirkeren Riickbin-
dung vom Metall zum Carbenkohlenstoff.

[*] Prof. Dr. E. O. Fischer, R. L. Clough, Ph. D., Dipl.-Chem. G. Besl
und Dr. F. R. KreiBl .
Anorganisch-chemisches Institut der Technischen Universitit
ArcisstraBe 21, 8000 Miinchen 2
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CsHsMp=C{
CO CgHs

(5). R = CgHg
(6}, R = OCH3

IR: vco-Absorption [em ™).

(1) (2) (5) 2] (6) [3.4]
1974 1980 1977 . 1960
1910 1918 1919 1897

Im 'H-NMR-Spektrum von (1) findet man zwei scharfe
Linien bei §=5.07 (CsHs) und 3.02 ppm (CH3) im Intensitits-
verhiltnis 5:6 (in [Dg]-Aceton, rel. CD,HCOCD,=2.03
ppm). (2) zeigt bei 7.2 ppm ein Multiplett (C,H ;) sowie bei
4.75 (CsHs) und 3.15 ppm (CH ) je ein Singulett (Intensitit
5:5:3; aufgenommen in CDCl,, rel. TMS int.). - Bei '3C-
NMR-Messungen erscheint das Signal des Carbenkohlen-
stoffsvon (! )und (2) bei deutlich tieferem Feld als das von (6 ).

'3C.NMR-Verschiebungen [ppm], aufgenommen bei —55°C in [D,]-Aceton,
rel. CD3;COCD; =206.5 ppm.

8C-Carben 6CO 8C H, 8C.H, 6CH;

(1) 372.75 233.36 — 89.99 52.29

(2) 363.69 232.92 167.01 90.63 68.41
127.31
125.26
11890

(6) 334.76 23324 156.43 88.36 63.87
128.06
127.73
123.42

In den Massenspektren beobachtet man das Molekiil-lon
bei m/e=218 [(1)] bzw. 280 [(2)] und die sukzessive Abspal-
tung zweier CO-Gruppen, des Carben-und des CsHs-Ligan-
den.

Arbeitsvorschrift:

Alle Arbeiten sind in wasser- und sauerstofl-freien Losungs-
mitteln unter N auszufiihren.

Dicarbonyl( n-cyclopentadienyl )methylcarbinmangan-tetra-
chloroborat (3): In die Losung von 1.76 g (7.5 mmol)
CH;Mn(CO),C[CH,(OCH,)]"* in 100 ml Pentan wird bei
—40°C unter Riihren BCl; eingeleitet. Der entstehende Nie-
derschlag wird abfiltriert, mehrmals mit Pentan gewaschen
und am Hochvakuum getrocknet. Zur weiteren Reinigung
16st man die Substanz in CH2Cl, und iiberschichtet mit Pen-
tan. Auf diese Weise erhilt man nach dem Trocknen analy-
senreines (3 ) in Form eines feinkristallinen, gelborangen, ther-
molabilen Pulvers. Ausbeute: 2.16 g (80.7 %).

Dicarbonyl( y-cyclopentadienyl ydimethylcarbenmangan (1):
Zur Suspension von 1.94g (545mmol) (3) in 50ml Pentan
werden bei —40°C 120mg (5.45mmol) LiCHj, suspendiert
in 50 ml Pentan, gegeben. Nach 3 h Riihren bei dieser Tempera-
tur wird die rote Losung von den festen Komponenten des
Reaktionsgemisches abgetrennt, auf 50ml eingeengt und an
einer Kieselgel-Sdule bei —25°C mit Pentan chromatogra-
phiert. Von drei Zonen enthilt die mittlere, rote Zone das
gewiinschte Produkt. Nach Abziehen des Losungsmittels und
Umkristallisation aus Pentan erhidlt man (I ) als dunkelrote
Kristalle, die unterhalb Raumtemperatur schmelzen. Ausbeu-
te: 220mg (18.5 %).

Dicarbonyl( n-cyclopentadienyl )methylphenylcarbenmangan
(2): Zur Suspension von 3.1 g (7 mmol) (4)!*! [ Darstellung
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