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Neuere Entwicklungen auf dem Gebiet des Vitamins B; ;: Von einfachen
Corrinen und von Coenzym B, abhiingige Enzymreaktionen

Von G. N. Schrauzer[']

Einfache Corrine, z.B. Vitamin B;,, und Vitamin-B;,-Coenzyme katalysieren eine Vielzahl
von ungewdhnlichen Enzymreaktionen, fiir die es zum Teil noch keine Analogien aus dem
Bereich der synthetischen organischen oder metallorganischen Chemie gibt. Die Mechanismen
dieser Reaktionen sind zur Zeit noch Gegenstand lebhafter Diskussionen. Der vorliegende
Aufsatz gibt einen Uberblick iiber neuere Vorstellungen zur Frage der Wirkungsweise der

Vitamin-B, ,-Coenzyme in enzymatischen Reaktionen.

1. Einleitung

Im ersten Teil dieser Serie wurden die wichtigsten Reaktio-
nen des Cobaltatoms in Corrinen und in Modellverbindungen

[*] Prof. Dr. G. N. Schrauzer
University of California at San Diego, Revelle College
La Jolla, Calif. 92093 (USA)
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beschrieben!!). Im vorliegenden Teil werden Corrin-abhingige
Enzymreaktionen behandelt. Wir werden dabei besonders auf
die Wirkungsweise der Vitamin-B, ,-Coenzyme eingehen. Auf
die Wiedergabe von Einzelheiten, die sich auf Vorkommen,
Eigenschaften und Isolierung der Enzyme bezichen, wird im
allgemeinen verzichtet. Ebenso konnen medizinische Aspekte,
also etwa physiologische Vitamin-B  ;-Transportmechanismen
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oder Mangelerkrankungen, nicht behandelt werden. Zusam-
menfassende Berichte hieriiber finden sich in der Literatur!?- 3,
Die Komplexitit der Vitamin-B,,-abhangigen Enzymreaktio-
nen erfordert zusitzlich eine Beschrankung des Themenkreises.
So ist es im zur Verfiigung stehenden Raum nicht moglich,
alle diese Enzymreaktionen griindlich zu diskutieren oder auf
historische Entwicklungen im einzelnen einzugehen. Man
kann die Auffassung vertreten, daB Mechanismen von Enzym-
reaktionen erst dann als bewiesen gelten konnen, wenn sie
sich unter nichtenzymatischen Bedingungen, d. h. also in Mo-
dellsystemen, zumindest im Prinzip simulieren lassen. Seit
der Entdeckung von Vitamin-B;,-Modellverbindungen be-
schéftigen wir uns in diesem Sinne mit der Aufkldrung zumin-
dest einiger der einfacher erscheinenden Reaktionen. Auch
andere Forscher verwenden Vitamin-B;;-Modellverbindun-
gen mit dem gleichen Ziel. Dariiber hinaus werden auch von
rein biochemischer Seite immer noch neue Beitrige geliefert.
Trotz erheblicher Anstrengungen weill man iiber die Wir-
kungsweise der Vitamin-B,,-Coenzyme in Enzymreaktionen
aber immer noch erstaunlich wenig. Zur Zeit herrscht auf
diesem Gebiet noch manche Unklarheit, die zum Teil auf
unzureichende Kommunikation in diesem interdisziplindren
Bereich zuriickzufiihren ist. Es ist daher gleichermaBen reizvoll

Tabelle 1. Von einfachen Corrinen abhingige Enzyme [4].

und notwendig, zusammenfassend iiber das sich noch im FluB3
befindliche Forschungsgebiet zu berichten.

1.1. Gliederung

Die Corrin-abhiangigen Enzyme lassen sich in zwei Gruppen
einteilen. Die erste Gruppe umfalt die Enzyme, in denen
einfache Corrine, also z. B. Vitamin B, , selbst, als Cofaktoren
fungieren. Diese sind in Tabelle 1 wiedergegeben. In der zwei-
ten Gruppe finden sich alle Enzyme, die Vitamin-B,,-Coenzy-
me, also z.B. 5'-Desoxyadenosylcobalamin, bendtigen (siche
Tabelle 2). Es ist daher sinnvoll, beide Gruppen getrennt
zu behandeln.

1.2. Nomenklatur

Wir benutzen die gleiche abgekiirzte Nomenklatur wie im
ersten Teil'!l. 5’-Desoxyadenosylcobalamin (1) (Abb. 1) wird
als ,Coenzym B;,“ bezeichnet. Alle iibrigen Abkiirzungen
sind entweder direkt verstandlich oder werden im Text erldu-
tert. Die typischen Vitamin-B,,-Modellverbindungen werden
Cobaloxime genannt.

Enzym Vorkommen

Reaktion [a]

Zusitze

Methan-Synthetase z.B. Methanosarcina barkeri,

Methanobacterium M. o. H.

&

Methylarsan-Synthetase Methanobacterium M. o. H.

Acetat-Synthetase Clostridium thermoaceticum

c, — CH,

A3t

C; — AsH;_,(CH,),

C; + COy —» CH3COf

Reduktionsmittel (Hz)
(ATP, H,, ,,Coenzym M%)

ATP, H,, ,,Coenzym M“ (?)

Reduktionsmittel

5-CH;-THFA + Homocystein

Methionin-Synthetase Escherichia coli

— THFA + Methionin

Adenosylmethionin (reduzierende Bedingungen)

[a] Cy sind Cy-Vorldufer der Methylgruppe, schlieBen aber auch Verbindungen ein, die bereits eine reaktionsfihige Methylgruppe enthalten, z. B. 5-CH,-THFS

[ =5-Methyl-tetrahydrofolsiure, Formel siche Gl. (k)].

Tabelle 2. Von Coenzym B,, abhingige Enzyme [4].

Enzym Vorkommen Reaktion Mol.-Gew. Zusitze
Diol-Dehydratase Aerobacter CHZCH{OM)CH,O —> CH,CIH,CHO + 1,0 ? K®(NHS)
aerogenes

Glycerin- Lactobacillus sp. CHy (O CTI(OT) CTLOTT — CHa(OTHCILCHO + 1,0 188000 K@(NHf)

Dehydratase

Ethanolamin- Clostridium sp. CT,(NH)CIGOH ~—> CTLCHO + NI 520000 K®(NHS,Rb®)

Desaminase

Ribonucleotid- z.B. Lactobacillus R(SH); + GTP — R(Sy) + dGTP + 1,0 70000 Effektoren,

Reduktase leichmannii z.B.dGTP

Methylmalonyl- Propionibac- IO, CCH(CHZCOCOA == [0, CCILCICOCOA 56000

CoA-Mutase terium shermanii,

Schafsleber ® ®

Glutamat- z. B. Clostridium Ly Gl 165000

Mutase tetanomorphum HORC(CII,),CHCO, T === 110,CCH-CIICO,IT 17000

o-Methylen- Clostridium ca. 170000

glutarat- barkeri Clyy CHy CTL,

Mutase [0, C(C L)y -COpH == 10,¢CTi=8-Co,n

L-B-Lysin- Clostridium S, R S, S () ca. 60000[a]  K®(Rb®),

Aminomutase sticklandii CHy(CHL )L CHCHCOP == CH-CHCILEHCH,COo, Mg2®(Mn2®).

(1I) 160000 ATP, Pyruvat
D-u-Lysin- Clostridium 1%1{3 %HB l(%u3 1@11{3 (I) ca. 60000 KG)(Rb@),
Aminomutase sticklandii EI(CH,CHOOP == CHgCII(CH),CHCO, Mg2®(Mn?®),
(1D 160000 ATP, Pyridoxal-

phosphat

Ornithin- Clostridium fu,  Su Ru, S, (I) ca. 60000 keine (?)

Aminomutase sticklandii cymcngﬁnco?: CHy~CHCIL,CHCO, (1) 160000

[a] Zwei Komponenten; Protein IT bindet das Coenzym B .
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Abb. 1. Struktur des Coenzyms By, (1) [43, 44]. Vitamin B;, trigt am
Cobaltatom anstelle des 5'-Desoxyadenosylrestes eine Cyanogruppe, Vitamin
B2, eine Hydroxylgruppe.

2. Von einfachen Corrinen abhiingige Enzymreaktionen

Die in Tabelle 1 wiedergegebenen Enzymreaktionen laufen
in Gegenwart von einfachen Corrinen, z. B. Vitamin B;,, (Hy-
droxocobalamin)ab. Einige Methanbakterien verwenden Cor-
rin-Derivate, in denen 5,6-Dimethylbenzimidazol durch ande-
re Basen ersetzt ist, z. B. , Faktor III“, das 5-Hydroxybenzimid-
azol als axiale Base enthilt. Die Basenkomponente kann
auch fehlen: Cobinamid besitzt ebenfalls Cofaktoreigenschaf-
ten und wurde zuweilen ,,Faktor B“ genannt'®. Die Bildung
von Methylarsanen ist vermutlich eine Nebenreaktion bei
der Methanogenese in Gegenwart von Arsen und erfordert
wahrscheinlich kein unabhingiges Enzym.

2.1. Methan-Biosynthese

Es gibt mehrere Bakterien, die Methan als Stoffwechsel-End-
produkt aus Cellulose, Zucker, Fettsduren, Alkoholen, Form-
aldehyd, Serin, aber auch aus CO; bilden. Diese Bakterien
lassen sich im allgemeinen nur schwer in Reinkultur erhalten.
Am besten untersucht sind Methanosarcina barkeri sowie
Methanobacterium M. o. H. Andere Methan-produzierende
Bakterien sind ebenfalls bekannt; erwidhnt seien Spezies vom
Genus Methanococcus sowie Methanobacterium ruminantium,
Methanospirillum und M ethanobacterium formicium. Methano-
coccus vanneillii wurde vor Jahren aus dem Schlamm der
San Francisco Bay isoliert, ging aber spiter verloren. Eine
tiefgekiihlte, mehr als zwolf Jahre aufbewahrte Ampulle mit
den Bakterienzellen war jedoch noch vorhanden. Stadtman
gelang es, den Bakterienstamm daraus erneut zu ziichten.
(vgl. 1)),

Methan-produzierende Bakterien finden sich bevorzugt in
Faulschlamm, woraus sie ,,Sumpfgas® erzeugen, das im wesent-
lichen aus Methan besteht. Nicht unerheblich und in Zukunft
vielleicht auch wirtschaftlich interessant ist die Methanbildung
in stddtischen Abfall-Aufbereitungsanlagen. Schon vor dem
2. Weltkrieg wurden aus den Abwasserkliranlagen der Stadt
Stuttgart pro Jahr 2 Millionen m* Methan gewonnen, mit

Angew. Chem. 89, 239-251 (1977)

denen 110 stidtische Kraftfahrzeuge betrieben werden konn-
ten'®.. Auch im Rumen der Kuh und anderer Wiederkduer
werden erhebliche Mengen Methan produziert. Hier handelt
es sich allerdings um eine unerwiinschte Nebenreaktion, da
auf diese Weise ein Teil der zugefilhrten Nahrung verloren
geht. Man hat errechnet!™!, daB eine ausgewachsene Kuh tig-
lich etwa 200 Liter Methan bilden kann. Auch im menschlichen
Darm wird Methan erzeugt ; die Menge hiangt von der Zusam-
mensetzung der Nahrung ab.

2.2. Methan-Synthese in vitro

Zur Reinkultur von Methanbakterien verwendet man im
allgemeinen Nihrmedien, denen Ammoniak als Stickstoffquel-
le, B-Vitamine und Rumenfliissigkeit zugesetzt werden. Als
C:-Quellen dienen CO,, Methanol, Ethanol, Formiat oder
Acetat, als Reduktionsmittel molekularer Wasserstoff. Es ge-
lang bisher noch nicht, die Methan-Synthetasen zu isolieren.
Alle Versuche zur Methan-Synthese in vitro wurden entweder
mit intakten Zellen oder in zellfreien Extrakten durchge-
fiihrt!>. Als Substrate fiir die Methanbildung eignen sich auch
Serin, Pyruvat, 5-Methyl-tetrahydrofolsdure (5-CH;-THFS).
5,10-Methylen-tetrahydrofolsiure, Methylcobalamin, andere
methylierte Corrine und sogar Methyl-Derivate von Vitamin-
B12-Modellverbindungen!”). Extrakte von Methanobacterium
M. 0. H. erfordern zur Methanbildung noch den Zusatz kataly-
tischer Mengen an ATP. Wolfe et al. fanden, daB noch ein
weiterer Cofaktor vermutlich essentiell ist, und zwar 2-Mercap-
toethylsulfonat, HS—CH,CH,SO3!®. Diese Verbindung hat
die Eigenschaften eines Coenzyms und wurde daher Coenzym
M genannt. In Abwesenheit von ATP wird Coenzym M von
Methylcobalamin zu S-Methyl-Coenzym M methyliert. Die
letztgenannte Verbindung wird bei Zusatz zu den Zellextrakten
unter Methanbildung demethyliert; die Demethylierung wird
durch Tripolyphosphat gehemmt!®l, Es steht noch nicht fest,
ob Methan ausschlieBlich auf diesem Wege entsteht oder ob
Methylierung und Demethylierung des Coenzyms M nicht
vielleicht eine Nebenreaktion sind. Andererseits werden zwei-
fellos Methylgruppen in der Endstufe der Methanogenese auf
das Corrin iibertragen. Ein Corrin-enthaltendes Protein aus
Methanobacterium omelianskii, einem Organismus, der eine
symbiotische Assoziation von Methanobacterium M. 0. H. mit
einem wasserstoffbildenden Organismus ist!®!, 148t sich durch
Propyliodid inaktivieren. Da die Hemmung der Methanbil-
dung nach der Propylierung durch Lichteinwirkung wieder
aufgehoben werden kann, ist anzunehmen, daf} das enzymge-
bundene Corrin in das n-Propylcobalt-Derivat iibergeht, des-
sen Co—C-Bindung durch Licht gespalten wird. Die Methan-
Synthese wird auch durch halogenierte Kohlenwasserstoffe
einschlieBlich Freon und sogar DDT gehemmt!!®~ 12!, (Chlor-
methyl)cobalamine wirken als kompetitive Inhibitoren der
Methanogenese. Wie das Methan aber eigentlich gebildet wird,
ist aus diesen Versuchen nicht zu entnehmen. Zeitweise wurde
die Auffassung vertreten, daf bei diesen Reaktionen Methyl-
Radikale auftreten!! 3], doch miissen solche Mechanismen jetzt
als unwahrscheinlich angesehen werden.

2.3. Mechanismus der Methan-Synthese

In Schema 1 sind die wichtigsten Reaktionen zusammenge-
faBt, diein zellfreien Extrakten von Methan-bildenden Bakteri-
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en, insbesondere von Methanobacterium M. o. H. auftreten.
Ein voll zufriedenstellender Mechanismus kann auf der Basis
des experimentellen Materials noch nicht formuliert werden.

Der Befund, dal Methylcobaloxime in den Zellextrakten
von Methanobacterium M. o. H. unter Methanbildung deme-
thyliert werden, ist in diesem Zusammenhang von Interesse.

Substrate C;- Reduktion ! Methanogenese

I
CO, I Enzym/(e),

!
HCOOH =C= * ATP,

— —CH; ——
CH,0, CHZOH ”)-cu= * T corrin, > CH
% Aktives
*CH3COOH ete. —-CH,- I Coenzym M etc
thyl T~
Methyl 1 ™ 1,0
/ Zellextrakt

Reduktionsmittel: H,

Schema {. Enzymatische Methan-Synthese.

Wir diskutierten die M6glichkeit, daBB Methan durch reduktive
Spaltung der Co—C-Bindung des methylierten Corrins gebil-
det wird!!*l, Eine derartige Reaktion wird unter nichtenzymati-
schen Bedingungen beobachtet (vgl. '), Als Reduktionsmittel
eignen sich Thiole sowie insbesondere Dithiole; die Reaktion
wird im Sinne von Gl. (a) formuliert. (Co) steht fiir das planare
Ligandensystem und das Cobaltatom der Cobaloxime, die
als Modellverbindungen dienen.

(|3H3 + RSH (IZH3 It (|:H3 He®
(o) == (Go) === (o) —> (CH;")—>CH, (a)
B B S +HO S@ )

N ’ (Co)

R H R

Unter der Annahme, daf3 im Enzym eine Dithiol-Gruppie-
rung als biogenes Reduktionsmittel fungiert, wurde daher ein
katalytischer Proze3 im Sinne von Schema 2 vorgeschlagen'! #.,

CH,

[C;o'“}-Enzym
o3

Biogener Methyl- -CH;"' H-S

donor

Biogenes Reduk- 262 .

tionsmittel [Coll-Enzyny
i
S +H®

Schema 2. Vorschlag eines Mechanismus der Methan-Biosynthese.

Damals war iiber Coenzym M nur wenig bekannt. Als Thiol
sollte es mit Methylcobalamin nichtenzymatisch in Analogie
zu Gl. (a) Methan liefern. Dies konnte inzwischen bestitigt
werden!!3! was freilich noch nicht bedeutet, da Coenzym
M sich auch in den Zellextrakten als Reduktionsmitte! verhalt.
Andererseits ist bekannt!'!], dal Methylcobalamin mit Thiolat-
Ionen nach Gl. (b) Methylsulfide liefert.

O5-R
CHj

[[_(};om]

Gl. (b) ist demnach ein Modell der enzymatischen Demethy-
lierung von Methylcobalamin durch Coenzym M (2-Mercap-
toethylsulfonat).

CH,

[1_(;:0'"] + 95-R —> — |:[j:ol]@ + CH3—S~R (b)
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Methan entsteht aus Methylcobaloximen jedoch nur, wenn
die Zellextrakte mit katalytischen Mengen eines Corrins sowie
von ATP versetzt werden!”). Es lag daher nahe anzunehmen,

e
H

G & Ha
(Co'") + [Col]®—> ; 3 __)( OI)@ n [Com] (c)
]% [_f (Co™M E D

daB die Methylgruppen zunichst auf den Corrin-Cofaktor
tibertragen werden. Ein reversibler Austausch der Methylgrup-
pen im Sinne von Gl. (c) findet unter nichtenzymatischen
Bedingungen statt!!®],

Diese Interpretation fiihrt allerdings zu Schwierigkeiten.
Waire diese Reaktion die Hauptreaktion, so sollten entweder
alle Methylcobaloxime gleichschnell Methan liefern, oder es

H(b
[CH;®) & CH,

miiBte zumindest ein Zusammenhang zwischen der Reaktions-
geschwindigkeit und der Tendenz verschiedener Methylcobal-
oxime bestchen, dic Methylgruppe zu iibertragen. Dies ist
jedoch nicht der Fall. Es zeigte sich stattdessen, daB3 die Ge-
schwindigkeit der Methanbildung von der Natur der axialen
Basen B der Cobaloxime abhéngt. Zur Erkldrung dieser inter-
essanten Tatsache wurden Loslichkeitsunterschiede der Cobal-
oxime angefiihrt!* 7,

Ein Zusammenhang zwischen der Lislichkeit der Modellver-
bindungen in polaren Ldsungsmitteln und der Geschwindigkeit
der enzymatischen Methanbildung besteht jedoch nicht!'®), Ver-
gleicht man aber die Geschwindigkeit der Methanbildung
nach Gl. (a) mit der Geschwindigkeit der enzymatischen
Methanbildung!”: 161 g0 ergibt sich eine statistisch signifi-
kante (P = 0.05) direkte Korrelation!'®!. Dazu wurden die Me8-
werte fiir 13 Modellverbindungen und fiir Methylcobalamin

Angew. Chem. 89, 239-251 (1977)



herangezogen. Beschrinkt man die Korrelationsrechnung
aul Methylcobalamin und Methylcobaloxime, so ergibt sich
ein linearer Korrelationskoeffizient von r=0.87 (7 Versuchsda-
ten), mithin eine hohe statistische Signifikanz (P <0.01)!*8]. Es
ist somit durchaus moglich, daBl Methan aus Methylcobalamin
im Sinne von Schema 2 entsteht und daBl auch die Methyl-
cobaloxime durch Wechselwirkung mit einem biogenen Re-
duktionsmittel demethyliert werden. Die Co—C-Bindung wird
durch axialen Angriff gespalten, moglicherweise durch Reak-
tion mit einem Thiol oder Dithiol.

Wie diese Ausfiihrungen erkennen lassen, ist die Methan-
Biosynthese ein relativ komplizierter Vorgang. DaB sich die
Natur zumindest fiir Teilschritte der Corrine bedient, ist nicht
iberraschend, da das Co(1)-Supernucleophil des Vitamins B,
(Vitamin B, ;,) der wirksamste biologische Methylgruppenfin-
ger ist. Auf weitere Einzelheiten, z. B. die Reduktion von CO,
zu aktiven Methylgruppen, wird hier nicht eingegangen, da
es sich um Corrin-unabhéngige Reaktionen des C,-Stoffwech-
sels handelt. Es sei auch noch einmal darauf hingewiesen,
daB es moglicherweise auch eine Corrin-unabhingige Methan-
bildung gibt (vgl. die reduktive Demethylierung des methylier-
ten Coenzyms M)!19),

2.4. Methylarsan-Biosynthese

Bei Zusatz von Arsenat zu Zellextrakten von Methanobacte-
rium M. o. H. bilden sich Methylarsan-Derivate, z.B.
AsH(CH3), und AsH,CH;!2%!. Auch mit intakten Zellen dieses
Organismus wurde die Arsen-Methylierung unter den Bedin-
gungen der Methanogenese beobachtet; die Reaktion wird
durch Selenit gechemmt. Als Donor der Methylgruppe fungiert
Methylcobalamin'?°!. Diese Arsen-Methylierung hat offen-
sichtlich wenig oder nichts mit der zu dhnlichen Produkten
fithrenden Reaktion von Schimmelpilzen wie Penicillium glau-
cum zu tun, sondern muB eng mit der Methan-Biosynthese zu-
sammenhéngen, da stets auch Methan entsteht. Methylcobal-
amin sowie Methylcobaloxime methylieren Arsen unter Be-
dingungen, bei denen auch die reduktive Spaltung der Co—C-
Bindung erfolgt!* ¢!, Die Reaktion wird durch Selenit gehemmt,
das zu Selenid reduziert wird und anschlielend in Methylsele-
nid tibergeht. Der Befund, daB Ethylcobalamin bei der Enzym-
reaktion keine Ethylarsane liefert, ist von Interesse, da Arsen
auch unter nichtenzymatischen Bedingungen nicht durch
Ethylcobalamin ethyliert wird; mit Ethylcobaloximen entste-
hen nur Spuren an Ethylarsanen!!®. Die enzymatische Arsen-
Methylierung 148t sich daher im Sinne von Schema 3 plausibel
erkldren; die Methylierung des Selens wird dagegen als Substi-
tution nach Gl. (d) aufgefal3t.

Die Arsen-Methylierung ist am besten als bakterielle Entgif-
tungsreaktion anzusehen. Auch die nachgewiesene!?!! Methy-

CH,
[%dll]—Enzym
°s
Biogener Methyl- —CH¥ H=S
donor
Biogenes Reduk- 269 .
tionsmittel {Col]-Enzym
j
s +H®

Schema 3. Postulierter Mechanismus der enzymatischen Arsen-Methylierung.
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[CH,?]

lierung von Hg?* sei in diesem Zusammenhang erwihnt. Me-
thylcobalamin reagiert unter nichtenzymatischen Bedingun-

OSe-
cr
L[?Oll[]
gen ebenfalls rasch mit Hg? *-Salzen zu Hg(CH;3)* 122231, Die

Hg-Methylierung durch Methylcobalamin in vivo konnte toxi-
kologische Bedeutung haben!?*!,

CH,

|
li(jjolll] + 9Ge—H —> —_ I-i(T:OI]G + CHjz-Se-H (d)

2.5. Acetat-Biosynthese

Acetat (oder Essigsdure) ist die Endstufe der Vergirung
von Glucose, Cellulose etc. durch Clostridium thermoaceti-
cum!'?®1, Die Summengleichungen (e) bis (g) geben den ProzeB
schematisch wieder!2%!,

CgHy,06 + 2 HyO —> 2 CHZ;COOH + 2 CO, + 8 H (e)
8H + 2 CO, —> CHCOOH + 2 H,0 ()
CeH1205 —> 3 CH;COOH (g)

Zellfreie Extrakte von Cl thermoaceticum wandeln die Me-
thylgruppe von zugesetztem Methylcobalamin insgesamt, d.h.
ohne Verlust von Methylwasserstoff, in Essigsiure um!?”.
Bei dieser Reaktion handelt es sich somit um eines der seltenen
Beispiele einer bakteriellen CO,-Assimilation; sie erfolgt nur
unter reduzierenden Bedingungen und wird durch SH-blockie-
rende Agentien gehemmt. Zunichst wurde angenommen, dal3
Acetat tiber Carboxymethylcobalamin nach Gl. (h) entsteht!?#],

GHs (I:HZ_COéa +269 + 2 1@

(Reduktion)

|

[Co}]-Enzym + CO, - [Co]
;] o [ (n)
[501]9 + CH3COOH

Diese Reaktion findet jedoch in Anbetracht des oben Gesag-
ten sicher nicht statt, auch bestehen keine Hinweise fiir die
Mobglichkeit einer Aktivierung der Methylgruppe des Methyl-
cobalamins. Auch eine CO,-Methylierung, wie sic bei Gri-
gnard-Reaktionen auftritt, kommt nicht in Frage, da Methyl-
cobalamin nicht geniigend reaktiv ist. Die Bildung von Acetat
aus Methylcobalt-K omplexen konnte jedoch unter den Bedin-
gungen der reduzierenden Spaltung der Co—C-Bindung beob-
achtet werden. Dies fiihrte zu dem im Schema 4 postulierten
Mechanismus der Acetat-Biosynthese!!% 291,

Die Acetat-Biosynthese nach Schema 4 hat somit viel mit
der Methan- und Methylarsan-Biosynthese gemeinsam. Sie

As3®

CH;As*®
Ta

(CH,),As®
+2 ¢® H®

(CH3),AsH
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cHy

[CoM]-Enzym
es
Biogener Methyl- —CH¥ H-S
donor
Biogenes Reduk- 2& I
tionsmittel [Co'l-Enzym
|
S +n®

[CH3®]L—>CH3coo@

Schema 4. Postulierter Mechanismus der enzymatischen Synthese von Acetat aus Methylcobalamin.

muB jedoch in einem weitgehend protonenfreien Zentrum
des Enzyms erfolgen, damit die CHj -artige Spezies nicht zu
Methan protoniert wird. Es wire interessant festzustellen, ob
Cl. thermoaceticum unter bestimmten Bedingungen nicht auch
Methan oder Methylarsane erzeugen kann.

2.6. Methionin-Synthese in Escherichia coli
Aus E. coli wurde ein Enzym isoliert, das die Methylgruppe

von 5-Methyl-tetrahydrofolsdure (5-CH3-THFS) auf Homocy-
stein unter Bildung von Methionin iibertrigt [Gl. (i)]'3° 361

H,
1\II 2 Cobalamin-Enzym
5-CH;~THFS + HS-CH,CH,CH-COOH ——>
(+ Adenosylmethionin) (1)
NH,

|
THFS + CH,;5~CH,CH,CH-COOH

Eine Corrin-abhingige Methioninsynthese findet auch in
tierischen Geweben statt, aber nicht in Pflanzen. Als Cofaktor
ist aufler dem Cobalamin noch Adenosylmethionin erforder-
lich. Von diesem Cofaktor wird das Enzym-gebundene Vit-
amin By, rascher als von 5-CH3-THFS methyliert. Als End-
stufe der Methioninbildung wird eine Reaktion nach Gl. (j)
angenommen; eine analoge Methioninsynthese aus Homocy-
stein und Methylcobaloxim wurde unter nichtenzymatischen
Bedingungen verwirklicht.

gy o,
!—[_('fol"]—Enzym + OS—CH,CH,CH-CO0® —>
(3
s
I—[:TJOI]@—EnZym + CHyS~CH,CH,CH-COO®

Enzym-gebundenes
Vitamin By,

Voraussetzung fiir eine Umsetzung von Methylcobalamin
nach Gl. (j) ist das Vorliegen des Homocysteinyl-Dianions,
da Homocystein als solches dhnlich wie andere Thiole die
Co—C-Bindung des Methylcobalamins reduktiv spaltet [vgl.
Gl. (b)].

Demgegeniiber ist es bis heute noch nicht gelungen, durch
Reaktion von CH;-THFS mit Vitamin B;,, oder Vitamin
Byss Methylcobalamin nichtenzymatisch darzustellen [Gl
)].

Man muf} annehmen, dal3 diese Reaktion direkt nur nach
einer spezifischen Aktivierung der Methylgruppe vor sich geht,
oder dal3 das Cobalamin durch 5-CH3-THFS unter Mitwir-
kung des Enzyms indirekt methyliert wird. Wie im einzelnen
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R = —NH—CI H-CH,CH,—COOH
COOH

Gl. (k) enzymatisch ermdglicht wird, ist ein noch ungelGstes
Problem. Auch die Rolle des Adenosylmethionins ist noch
nicht ganz aufgekldrt; Reaktion (I) zu Adenosylhomocystein
lauft nichtenzymatisch auBerordentlich leicht ab.

® THs
R—S—CH, + L[?()l]@ —> R-§ + Iﬁc’ml )
Adenosyl Adenosyl

R = CH,CH;CH-COOH
NH,

Konnte Methionin nicht auch aus Homocystein und einem
C,-Fragment von der Oxidationsstufe des Formaldehyds ent-
stehen? Thiole werden in Gegenwart von Formaldehyd und
mit Vitamin B, als Katalysator glatt S-methyliert [GI.
(m)][37,38]'

+|i(fjol]@ S'—R o 4o
+2¢S

CH,=0 + R-S°® —— CH, ALY

» L[SOI]Q

-0 E-C;Om]

CH3-S-R (m)

3. YVon Coenzym B, abhiingige Enzymreaktionen

3.1. Eigenschaften und Reaktionen des Coenzyms B,

Wie aus Tabelle 2 ersichtlich ist, sind mindestens neun
Enzyme bekannt, in denen Coenzym B, als Cofaktor fungiert.
Die Struktur des Coenzyms B, (siche Abb. 1) gibt keinerlei
Hinweise auf dessen Wirkungsweise. Es wird allgemein ange-
nommen, daB das Coenzym durch Bindung an die Apoenzyme
unter Spaltung der Co—C-Bindung in eine reaktionsfihige
Form umgewandelt wird. Wie diese Aktivierung des Coenzyms
stattfindet, ist jedoch noch unklar. Coenzym B;, oder 5’-Des-
oxyadenosylcobalamin (1) ist im festen Zustand sowie in neu-
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traler wiBriger Losung stabil. Eine irreversible Zersetzung
in Hydroxocobalamin (Vitamin B, ,,), Adenin und D-erythro-
2,3-Dihydroxy-pent-4-enal (2) erfolgt auf Zusatz von Sdu-
ren®®!, In alkalischer Lésung wird die Co—C-Bindung unter
Bildung von Vitamin B,,, und 4',5-Anhydroadenosin (3)
gespalten!*?!. Bei der Einwirkung von Licht wird die Co—C-
Bindung homolytisch gelost. Dabei entsteht primiir das 5'-Des-
oxyadenosyl-Radikal (4), das sich intramolekular in das cy-
clische Adenosinoid (5 ) umwandelt’*!. In Gegenwart von Luft-
sauerstoff wird (4) vorwiegend zu (6) oxidiert. Die Co—C-
Bindung 148t sich auch reduktiv durch Reaktion mit Thiolen
oder Dithiolen spalten. Dabei bildet sich 5'-Desoxyadenosin
(7) (siche Schema 5)!'5!, Verbindung (7) kann auch aus dem
5'-Desoxyadenosyl-Radikal (4) bei der Photolyse des Coen-
zyms in Losungsmitteln auftreten, denen freie Radikale Was-
serstoffatome entreiflen konnen, also z. B. in Alkoholen [Gl.

@)].

?H ?H OH

. |
Adenin + CH,=CHCH-CHCH=0 + L[(‘iolll] + X©

(2)

unter reduzierenden Bedingungen an Vitamin B, ,; angelagert;
daneben bildet sich Tripolyphosphat [Gl. (0)]®% 46,

ATP + Vitamin By, —> Coenzym B,, + Tripolyphosphat (o)

(1

Eine Reaktion im Sinne von Gl. (0) wurde unter nichtenzy-
matischen Bedingungen noch nicht beobachtet. Bei der Biosyn-
these von (1) wird vermutlich die C—O—P-Bindung des
ATP spezifisch aktiviert oder aber in Vitamin-B,,-unabhingi-
ger Reaktion zunichst geldst.

Im Laboratorium gelingt die Synthese von (1 ) durch Umset-
zung von Vitamin Bj,, mit Adenosin-Derivaten, in denen
die 2',3-Hydroxylgruppen durch Schutzgruppen, gewthnlich
Toluolsulfonylgruppen, blockiert sind. Nach der Reaktion
werden die Schutzgruppen durch milde Sdurehydrolyse wieder
entfernt.

HO OH

0" NN (3

\|\ﬁ

Vitamin By, N—~zN
NH,
I HX (Siurespaltung)
Luftausschluf
HO OH Adenin
‘Z_S\ HO O HO OH
COII + H.C Reduktive Spaltung i n
L[T ] 3 0~ N N\ﬁ z.B. mit RSH HO hw LI?O !
. R <\ | (‘:Hz - HZ'C .
Vitamin By, N Comy O~ ‘Adenin Vitamin By,
(7) NHa (4)
(1)
0117 [
Adenin HO OH
HO ©
O + H,0 + Co! =HC-Z_B\
HO 2 D ] O O N N\ﬁ
Q
H H Vitamin By, N ¥
NH,
(3) (6)

Schema 5. Reaktionen des Coenzyms B, (1) (siche auch Abb. 1).

SchlieBlich sei noch erwiihnt, daB (I ) auch durch alkalische
Cyanidlosungen irreversibel zersetzt wird. Aufler der mog-
lichen Rekombination von Vitamin Bj,, mit (4) sind alle

HO OH HO OH

+hy . +
() —" 5 m,é _[_LAdenin I Hacﬂ (n)

(anaerob) O O Adenin

(4) (7)

Co—C-Spaltungsreaktionen irreversibel; eine mogliche Aus-
nahme bildet die baseninduzierte Zersetzung, die zu Vitamin
B,2s und Anhydroadenosin (3 ) fiihrt4%,

3.2. Biosynthese des Coenzyms B,

Coenzym By, (1) wird von einer Reihe von Mikroorganis-
men synthetisiert und wurde erstmals von Barker et al.t4!:42
aus Extrakten von CL tetanomorphum isoliert. In der Endstufe

der Biosynthese von (1) wird der Adenosylrest von ATP
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3.3. Diol-Dehydratasen

In Aerobacter aerogenes wiesen Abeles et al.l*”! ein Enzym
nach, das D,L-1,2-Propandiol und Ethylenglykol in Propional-
dehyd bzw. Acetaldehyd iiberfithrt [GL. (p)].

Coenzym-Enzym-Komplex, K®

R—CH-OH

R-CH,
I
CH,—OH

| + H,0O
CH=0 2 )

R = CH; oder H

In einem Lactobacillus fand man ein Enzym, das analog
die Umwandlung von Glycerin in 2-Hydroxypropionaldehyd
katalysiert!*®!. Diese Reaktion tritt bei der alkoholischen Gi-
rung auf und gilt als unerwiinscht, da bei der Destillation
das geschmacksverderbende Acrolein entsteht. Die Diol-Dehy-
dratase aus A. aerogenes wurde erst in letzter Zeit in relativ
reiner Form isoliert. Das Enzym enthilt Thiolgruppen vermut-
lich in der Néhe des Coenzym-Bindungszentrums. Vor kurzem
wurde nachgewiesen, daB das Enzym auch einige der frither
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als Inhibitoren angesehene substituierte Diole dehydratisiert.
So wird 1,2-Butandiol in Butyraldehyd iibergefiihrt, und aus
2,3-Butandiol entsteht 2-Butanon®®%. Das funktionelle Ho-
loenzym wird durch Sauerstoff inaktiviert. Das Ausmal} der
O,-Empfindlichkeit des Holoenzyms hingt von der Vor-
behandlung des Enzyms ab. Werden Losungen des Apoenzyms
unter Luftausschlufl bereitet und aufbewahrt, so erhilt man
im allgemeinen stirker sauerstoffempfindliche Holoenzympri-
parate als wenn das Apoenzym zunidchst aerob gelost wird.
Wir vermuten'®”, daB das Diol-Dehydratase-Apoenzym in
mindestens zwei aktiven Formen existieren kann, die sich
durch ihren Gehalt an freien SH-Gruppen unterscheiden. Luft-
sauerstoff scheint die SH-Gruppen zu Disulfid zu oxidieren;
dabei entsteht eine weniger O,-empfindliche Modifikation des
Holoenzyms. Diese Ansicht wird dadurch gestiitzt, daB sich
die reduzierte, stirker O,-empfindliche Modifikation durch
Behandlung des oxidierten Apoenzyms mit milden Reduk-
tionsmitteln teilweise wieder herstellen 143t15°1,

3.3.1. Mechanismus der enzymatischen Dehydratisierung von
Diolen

1,2-Diole lassen sich leicht durch Sdurebehandlung in Alde-
hyde oder ggf. Ketone iiberfithren. So gelingt z. B. die Um-
wandlung von Phenylglykol in Phenylacetaldehyd durch Was-
serdampfdestillation einer Losung des Diols in 12proz. H;SO.,.
Wie soll sich aber Ethylenglykol unter Mitwirkung von Coen-
zym B;; in Acetaldehyd umwandeln? Die Beobachtung, daf3
die Modellverbindung B-Hydroxyethylcobaloxim von Basen
glatt in Acetaldehyd und Cobaloxim(1) zerlegt wird, fiihrte
uns bereits vor zehn Jahren zu der Annahme, dal} ein analoger
Proze auch bei der enzymatischen Diol-Dehydratisierung
stattfindet [Gl. (q)]"'L

H_H
From e (70

+OH
CH,  ——> “CH, —> CHyCH=0O + (Co'®  (q)
(éom) -H,0 (‘(':Om)

Da Glykole selbst nicht mit Vitamin B, ,; oder dem analogen
Cobaloxim(1) reagieren, muBte eine spezifische Aktivierung
der Substrate durch das Enzym postuliert werden!??!. Enzym-
gebundenes Vitamin B, ;; wird im Rahmen des von uns vorge-
schlagenen Mechanismus durch eine baseinduzierte Eliminie-
rungsreaktion aus Coenzym B ; erzeugt. Das dabei entstehen-
de enzymgebundene 4',5'-Anhydroadenosin (3) befindet sich
demnach in der Nihe des aktiven Zentrums und tauscht mit
dem Produkt Protonen aus. Nach Schema 6 ist also die Aus-
tauschreaktion zwischen Protonen in der 5'-Position des Coen-
zyms und Protonen des Substrats eine vom katalytischen Vor-
gang der Glykol-Dehydratisierung unabhingige Nebenreak-
tion. Sie tritt nach dieser Auffassung unmittelbar nach der
Bildung des Aldehyds am aktiven Zentrum des Enzyms ein
und wird ionisch formuliert. Derartige Austauschreaktionen
wurden in Modellsystemen bereits realisiert und sind in Ein-
klang mit den in Schema 6 angenommenen Vorgingen!>®.
Im Abschnitt 3.3.2 wird ein Alternativimechanismus diskutiert,
in dem die gleichen Vorginge radikalisch formuliert werden.

Der Mechanismus in Schema 6 wird gestiitzt durch die
Beobachtung, daB funktionelle Diol-Dehydratase in der sauer-
stoffempfindlichen Modifikation auch durch N,O, und zwar
fast ebenso stark wie durch O,, inaktiviert wird®%. Wie schon
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A
HO +BS-HB g
HO ‘_Be,,,HB HO -y®
’
CH,
('30111] H
(1) |if + Umsetzung
I—(_(f:ol]@ mit -
aktiviertem
. - Substrat
Reversible Aktivierung
des Coenzyms Byy (1)
OO\CH CH ) ;i\
2 3 HO HO
N4
—> o] = O
Hm HO H &
(3) + o] (3) in,
H H
+ +
Zvc.r.ischenprodukt oder O=CHCH,CH,4 CH3CH=CH—O®
Ubergangszustand i i
A
CH=0
= TS 4 udn
H, CHg
lif olfy Produkt
(1)

Regenerierung des Coenzyms By,
und Abspaltung des Produkts
vom aktiven Zentrum

Schema 6. Vorgeschlagener Mechanismus der enzymatischen Umwandlung
von D,L-1,2-Propandiol in Propionaldehyd [29]. A= Adeninrest. Das Enzym
ist im Formelschema weggelassen worden.

im ersten Teill!! ausgefiihrt wurde, ist N,O ein spezifisches
Oxidationsmittel fiir Vitamin B,,,. Die Inaktivierung deutet
somit auf die Anwesenheit von enzymgebundenem Vitamin
Bijs. Vor kurzem wurde auch (3) im Holoenzym nachge-
wiesen!3l, Gegen unseren Mechanismus wurde eingewendet,
dal} z. B. beobachtete Isotopenaustauscheffekte sich nicht mit
Schema 6 vereinbaren lassen'3]. Auf die meisten Einwinde
wurde schon an anderer Stelle'®*! niiher eingegangen; wir hal-
ten Schema 6 immer noch fiir prinzipiell richtig. Inzwischen
wurde ein Alternativmechanismus vorgeschlagen, der auf an-
deren Annahmen beruht; er wird im folgenden diskutiert.

3.3.2. Alternativimechanismus der enzymatischen Dehydrati-
sierung

Abeles und andere Forscher halten es fiir moglich, daB
die Diol-Dehydratisierung nach einem Radikalmechanismus
verlduft'**, Es wird angenommen, daB das Coenzym B,
(1) durch Homolyse der Co—C-Bindung aktiviert wird. Das
dabei entstehende Radikal (4) entreiBlt dem Glykol ein H-
Atom und geht dadurch in 5'-Desoxyadenosin (7) iiber. Das
Glykol-Radikal (8) lagert sich dann an enzymgebundenes
Vitamin B;,, an. Uber ein 1,2-Dihydroxyethylcobalamin (9),
das sich umlagert, bildet sich Formylmethylcobalamin (11)
oder dessen Hydrat (10) [GL (r). Das Enzym ist in den
Formeln weggelassen worden].
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b
CH, It
T —> «CH,-R + [Co'l]

[(iom] D

(4) ] i
(1) Vitamin By,
HE ¢H HO OH
(4) + HyC-CH, —> CHz-R + CH-CH,
(7) (8)
(r)
/8 Coll H(l) (l)H (IZHZ—CH(OH)Z
____________ >
)+ [[_To ] (hypc——) CH—-CH, (hypo- [Co™)
thetiscl [(ljom] thetisch) D
(10)
(9) CH,~CH=0

—_— |
- H,0 L[(T:OIII] (11)

Aus (11 ) soll der Acetaldehyd durch Homolyse der Co—C-
Bindung und Wasserstoffabstraktion aus (7) entstehen. Auf
diese Weise wird das Radikal (4) zuriickgebildet, das mit
Vitamin B, 5, unter Regenerierung von (1 ) reagiert [Gl. (s)]'*°\.

CHy-CH=0
Lom + CHyR =
(1) (7)

'CHZ—R

«CH,~CH=0
+ CHgy~R =—

L[%OII]
(7)

(s)

(4) + CH3CH=O == (I) + CH,CH=0
5"

Dieser Mechanismus wurde aufgestellt, um die Bildung von
3H-markiertem Acetaldehyd aus unmarkiertem Glykol und
dem Holoenzym zu erkliren, das *H in der 5'-Position des
Coenzyms enthiilt’3®!, Nimmt man an, daB diese Austauschre-
aktion zwischen Substrat und Coenzym erfolgt, so miissen
in der Tat Radikalmechanismen wie in den Gleichungen (r)
und (s) postuliert werden. Es kommt jedoch auch dann zu
einem Austausch der 5-*H-Atome des Coenzyms, wenn das
Enzym mit dem Produkt inkubiert wird. Man miite daher
annchmen, daB die radikalischen Wasserstoff-Austauschreak-
tionen reversibel ablaufen, obwohl die enzymatische Glykol-
Dehydratisierung nicht umkehrbar ist. Bei Versuchen, die
Reaktionen (r) und (s) im Modell zu verifizieren, traten groBe
Schwierigkeiten auf. Es gelang bisher nicht, Hinweise fiir die
Existenzfihigkeit von Verbindungen des Typs (9) zu erhalten,
sodal sich die postulierte Umlagerung von (9) in (10 ) experi-
mentell nicht nachpriifen lieB. Wir fassen (9) als ,,Corrinhy-
drin® des Glykolaldehyds auf; das Gleichgewicht der Reaktion
(t) liegt weit auf der linken Seitel®72],

9 Qi on
R—-CH-C-R + [i(f}o']e + u® < R-CH-G-R (t)

it}
R = H oder CH,4 E[SO 1

Inzwischen wurde auch gefunden, daB sich radiolytisch er-
zeugte Glykol-Radikale mit Vitamin B;,, nicht im Sinne von
Gl. (r) zu (9) umsetzen!3 7!,

Ein weiterer Einwand gegen Reaktion (s) ergab sich beim
Versuch, Formylmethylcobalamin (11) der Homolyse der
Co—C-Bindung zu unterwerfen. Sowohl bei der thermischen
Spaltung als auch bei der Bestrahlung mit Licht zerfdllt (11)
glatt und ohne intermediire Bildung von Vitamin By,, in
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Acetaldehyd und Hydroxocobalamin [siehe Gl. (q) im ersten
Teil]t! 81 Es ist somit nicht gelungen, den postulierten Radi-
kalmechanismus der Diol-Dehydratisierung experimentell zu
stiitzen. Das heiB3t natiirlich nicht, daB es keine Radikal-indu-
zierten Umlagerungen von 1,2-Diolen in Aldehyde gibt. So
entsteht z. B. bei Einwirkung von Fentons Reagens auf Glykol
auch Acetaldehyd. Auch lassen sich bei der Photolyse von
Methylcobaloxim in Gegenwart von Glykol geringe Mengen
Acetaldehyd nachweisen, wenn die Reaktion in saurer Losung
durchgefiihrt wird™®®). Wir untersuchten die gleiche Reaktion
in neutraler Losung. Unter diesen Bedingungen scheinen die
Glykol-Radikale zu Erythrit und verwandten Verbindungen
zu dimerisieren'®7), Da die Homolyse der Co—C-Bindung
des Coenzyms B, bei seiner enzymatischen Aktivierung ge-
genwirtig fiir moglich gehalten wird, sei darauf hingewiesen,
daB ein derartiger ProzeB aus energetischen Griinden unwahr-
scheinlich ist. Eine Stiitze fiir die Beteiligung von (7) an
den Enzymreaktionen wird darin gesehen, dal (7) bei der
Aufarbeitung von Enzyminkubaten zuweilen in Spuren nach-
gewiesen wurde. Da (7) aus (I ) durch reduktive Co—C-Bin-
dungsspaltung entstehen kann [vgl. Gl (n) und Schema 5],
ist es durchaus moglich, daB3 (7 ) das Produkt einer Nebenreak-
tion ist, die nichts mit dem Enzym-katalysierten Vorgang
zu tun hat.

SchlieBlich sind auch ESR-Messungen an Diol-Dehydratase
zur Stiitzung des Radikalmechanismus der Coenzym-B, ;-ab-
hingigen Enzymreaktionen herangezogen worden. Unter be-
stimmten Versuchsbedingungen lassen sich zwar paramagneti-
sche Spezies nachweisen, eine Interpretation der wenig charak-
teristischen Signale gelang jedoch noch nicht.

3.4. Ethanolamin-Desaminase

Dieses Enzym wurde in Clostridium sp. entdeckt!®® und
als Coenzym-B,-abhingig erkannt. Die eingehende Untersu-
chung des Enzyms verdanken wir Babior!®!; die katalysierte
Reaktion ist in Gl. (u) wiedergegeben.

Coenzym-Enzym-Komplex

(H,-OH CH4CH=0 + NHPOH® (u)

CH,-NH, 10

Das Apoenzym hat ein Mol.-Gew. von 520000 und wird
von 5 M Guanidiniumchlorid in inaktive Untereinheiten vom
Mol.-Gew. 51000 zerlegt. Das Sauerstoffatom des Ami-
noethanols (Ethanolamins) bleibt bei der Umwandlung in
Acetaldehyd am gleichen Kohlenstoffatom haften. Das Enzym
muB mit der Diol-Dehydratase verwandt sein, da Glykol als
stochiometrisches Substrat fungiert. Bei Verwendung von
[*H]-2-Aminoethanol als Substrat tritt *H in die 5'-Position
des enzymgebundenen Coenzyms. Fiir Reaktion (u) wurde
daher (wie bei der Diol-Dehydratase) sowohl ein ionischer
als auch ein radikalischer Mechanismus postuliert.

3.4.1. Mechanismus der enzymatischen Desaminierung von
Aminoethanol

Wir fanden'®2), daB Ethanolamin-Desaminase durch Sauer-
stoff sowie durch N, O inaktiviert wird, und schlossen daraus,
daB das enzymgebundene Coenzym (1) ein nucleophiles Co-
balt(1)-Atom enthilt. Durch Inkubation von '*C-markiertem
Coenzym B, gelang es uns auch, Spuren von (3) bei scho-
nender Aufarbeitung des funktionellen Holoenzyms nachzu-
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XTP + R(SH),

weisen. Auf Grund der Ergebnisse von Modellversuchen
sowie der hier angefiihrten enzymatischen Studien wurde
daher der im Schema 7 dargelegte ionische Mechanismus
postuliert’®?. Ahnlich wie bei der Diol-Dehydratase sehen wir
keine Moglichkeit zur Stiitzung eines Radikalmechanismus
(vgl. Abschnitt 3.3.2).

NH,
CH3CH=0

F—Enzym

L[(Tjo']@Enzym + H®

Austausch der Acetaldehydprotonen
mit enzymgebundenem (3)

Regenerierung des Coenzyms und
Austritt der Reaktionsprodukte

CHZCH=0 + NHP

Schema 7. Vorgeschlagener ionischer Mechanismus der enzymatischen Des-
aminierung von Aminoethanol durch Ethanolamin-Desaminase (gekiirzte
Version) [62].

3.5. Ribonucleotid-Reduktase

In Lactobacillus leichmannii findet sich ein Coenzym-B, ;-ab-
hingiges Enzym, das die Reduktion von Ribonucleotiden in

st SH SH SH
CH,-CH,~CH(CH,),~COOH  CH,~CH(OH)-CH(OH)-CH,

(12) (13)

Desoxyribonucleotide katalysiert'®3 ©41, Als Reduktionsmittel
dient ein Thioredoxin, in vitro konnen jedoch auch Dithiole,
z. B. Dihydroliponsdure (12) oder Dithioerythrit (13 ), einge-
setzt werden [GL. (v)].

Coenzym-Enzym-Komplex /S
dXTP + R | + HyO (v)
(+ Effcktor) S

Als Effektoren der Enzymreaktion (v) wirken Desoxyribo-
nucleotide. Das Enzym wurde auch in Extrakten von Lactoba-
cillus acidophilus und Rhizobium melioti nachgewiesen und
ist vermutlich auch in anderen Organismen vorhanden!®*©6),
Allerdings gibt es auch Ribonucleotid-Reduktasen, die Corrin-
unabhingig sind. Das Enzym ist nichtspezifisch in bezug auf
die Basenkomponente der Substrate. Anderungen am Ribose-
Rest wirken sich jedoch recht stark aus. Da katalytische Men-
gen an Desoxyribonucleotiden die Enzymaktivitdt erhohen,
wird angenommen, daf3 diese Effektoren durch Bindung an
das Apoenzym eine Konformationsinderung hervorrufen. In-
kubiert man das Enzym mit 5’-*H-markiertem (1), tritt ein
Austausch von *H mit den Protonen des Losungsmittels (Was-
ser) ein!®”). Bei niedriger Enzymkonzentration ist die Menge
an ausgetauschtem 3 H® der Ausbeute an reduziertem Substrat
proportional. Fiihrt man die Enzymreaktion in *H,O durch,
so wird H sowohl in das enzymgebundene Coenzym als
auch in das Produkt eingebaut. Der Ersatz der OH-Gruppe
an C’-2 durch H erfolgt unter Retention. Das Apoenzym
enthilt vermutlich SH-Gruppen in der Néhe des Coenzym-
Bindungszentrums. Vitamin Bj,, wirkt nicht als Coenzym,
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wird jedoch auf Zusatz von Dithiol und Effektor zu Vitamin
B, reduziert. In derartigen Losungen werden ESR-Signale
von Vitamin B;, mit hochaufgeloster '*N-Superhyperfein-
struktur beobachtet(8l; 5 6-Dimethylbenzimidazol bleibt
demnach unter diesen Bedingungen axial an das Cobaltatom
koordiniert. Auch das funktionelle, mit (1) inkubierte Enzym
ergibt ESR-Signale, die eine gewisse Ahnlichkeit mit den ESR-
Signalen anderer Coenzym-B,,-abhingiger Enzyme aufwei-
sen!®®!. Die Deutung steht jedoch noch aus.

3.5.1. Mechanismus der enzymatischen Reduktion von Ribo-
nucleotiden

Man hat fir die Ribonucleotid-Reduktion Radikal-
mechanismen vorgeschlagen, in denen 5’-Desoxyadenosin (7)
als Wasserstoffiibertriager fungiert und das Radikal (4) dem
Dithiol ein Wasserstoffatom entreiBt'®4. In Gegenwart iiber-
schiissigen Thiols miiBten freilich Radikalreaktionen rasch
zum Stillstand kommen, da Thiole ja gute Radikalfanger sind.
In diesem Sinne postulierte Mechanismen sind daher unbefrie-
digend (man vergleiche das hypothetische Schema in [64}),

Aus eigenen Untersuchungen stammt ein ionischer
Mechanismus, der auch mit Ergebnissen von Modellreaktio-
nen weitgehend in Einklang steht!'%). Grundlage ist die reduk-
tive Spaltung von Organocobalaminen durch Thiole, die als
Prototyp von katalytischen Reaktionen angesehen werden
kann, bei denen Substrate in Gegenwart von Corrinen redu-
ziert werden [Gl. (w)].

¥ i
+ R(SH
—CH- + [Co'P —[Co™] TREOW,
- Xx® -H®
(w)
LS
_(le_ _R‘s'
)
[Coly — —— » —CH- AL —CH,—-
do - [col]®, - v®
R
SH

Auf dieser Basis wurde der in Schema 8 wiedergegebene
Mechanismus fiir die Coenzym-B, ;-abhiingige Ribonucleotid-
Reduktion vorgeschlagen. Der Nachweis von enzymgebunde-
nem Vitamin B;,; mit N,O gelang hier nicht!”®), da das Ho-
loenzym auch durch Luftsauerstoff nicht wesentlich inaktiviert

CH,-O-TP CH,~O~TP
HO + Enzym HO + Coenzy m-Enzy m-Komplex
O _— O
(- OH®) 0o
HO  Base Enzym Base
CH;-O-TP | Hs> CH,-O-TP D
HO O HS HO o s
- H® -Coenzym-Enzym-Komplex
Base Base
[Co]-Enzym [Co]-Enzym
e§>
H-S
CH,~O~TP CH,~O-TP
tul
HO o +H® HO 0
Q
Base H Base

Schema 8. Postulierter Mechanismus der Ribonucleotid-Reduktion [16].
TP =Triphosphat.
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wird. Dagegen gelang eine iliberraschende Beobachtung, die
als Stiitze fir den in Schema 8 postulierten Mechanismus
angesehen werden kann. Jacobsen und Huennekens berichteten
1969, daB die Geschwindigkeit der Ribonucleotid-Reduktion
von der Zusammensetzung und Konzentration der verwende-
ten Pufferlésungen abhiingt!”!). Diese Autoren interpretierten
die beobachteten Effekte als Hinweis fiir chaotrope Wirkungen
der Puffer-Anionen auf das Enzym. Beim Studium der Wirkung
von Puffern auf die Methanbildung bei der reduktiven Spal-
tung von Methylcobaloxim durch Dithioerythrit (13) oder
Dihydroliponsdure (12) fanden wir praktisch die gleichen Effek-
te in einem nichtenzymatischen System. Die in Abbildung 2

al b} cl dl

3

7

L

A L L L 1 ! L

0 — L 1 i -
005 01 02 041005 01 02 041005 01 02 041005 01 02 04
cImot/1}—

L L

Abb. 2. Geschwindigkeitsprofile der enzymatischen Reduktion von Ribonu-
cleotid (———-) und der Methanbildung aus Methyl(aquo)cobaloxim ( )
in Tris- und Phosphatpuffer mit Dithioerythrit (13) und Dihydroliponsdure
(12) als Reduktionsmittel [16]. v.e: relative Reaktionsgeschwindigkeit; c:
Konzentration des Puflers. a) Trispuffer + (13 ); b} Phosphatpuffer + (13);
¢) Trispuffer + (12}; d) Phosphatpuffer + (12).

wiedergegebenen relativen Reaktionsgeschwindigkeiten der
Ribonucleotid-Reduktion und der nichtenzymatischen Spal-
tung der Co—C-Bindung des Methylcobaloxims in verschiede-
nen Puffern sind statistisch signifikant miteinander korreliert
[r=0.71, P<0.01]"8. Diese bemerkenswerte Ubereinstim-
mung zwischen zwei nicht unmittelbar als verwandt zu erken-
nenden Reaktionen wird verstindlich, wenn angenommen
wird, daB bei der Ribonucleotid-Reduktion und der Methan-
bildung die gleichen Vorginge geschwindigkeitsbestimmend
sind. Vermutlich handelt es sich dabei um die axiale Anlage-
rung der Dithiole an das Cobaltatom, die offenbar von Art
und Konzentration der verwendeten Puffer abhiingt. Ahnlich
wie bei den anderen Coenzym-B; ,-abhéingigen Enzymen muf3
auch bei der Ribonucleotid-Reduktase angenommen werden,
daf} das Coenzym durch Bindung an das Apoenzym aktiviert
wird. Wir glauben, daB diese Aktivierung im Sinne einer p-Eli-
minierung erfolgt, haben hierfiir aber noch keine direkten
Hinweise.

3.6. Coenzym-B, ;-abhiingige Mutasen

Die bis jetzt bekannt gewordenen Mutasen!’?~811 (vgl.
Tabelle 2) zeichnen sich durch hohe Substrat-Spezifitit aus.
Die katalysierten Umlagerungen sind reversibel und finden
ohne Austausch mit Protonen des Losungsmittels statt. Man
fand jedoch wiederum einen Austausch zwischen Substratpro-
tonen und dem Wasserstoff in der 5'-Position des enzymgebun-
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denen Coenzyms. In den Substraten wandert der Wasserstoff
zwischen zwei benachbarten Kohlenstoffatomen, und bei allen
Reaktionen wird formal der Rest R reversibel zwischen Position
3 und 2 von Propionsiure ausgetauscht [Gl. (x)].

CH;~CH;-COOH == == == CHy~CH-COOH (x)
R R

R = ~CO-CoA, ~CH(NH,) COOH, CH;=C~COOH etc.

Wir schlugen vor, daB8 Organocobalamin-Zwischenproduk-
te bei diesen Reaktionen im Sinne von Gl. (y) isomerisieren!*].

CH,~CH,-R' == == = CH;—CH-R (y)
E(;Om] E(leolll]

Es gibt experimentelle Hinweise, daB3 derartige Umlagerun-
gen stattfinden [vgl. Gl (h) im ersten Teil]'!l. Man miifte
hier jedoch annehmen, daB3 zur Bildung der Organocobalt-
Zwischenprodukte C—C-Bindungen reversibel gelost und ge-
schlossen werden. Hierfiir gibt es noch keine guten Beispiele
aus der organischen Chemie. Ingraham schlug bereits 1964
vor, daB die Umlagerung von Methylmalonyl-CoA iiber einen
Organocobaltkomplex vom Typ (14) ablduft®2], Wir unter-
suchten eine Verbindung vom Typ (15 ), konnten jedoch keine
Umlagerungstendenz feststellen [Gl. (z)]13.

I
C—CoA ﬁ?
CHp—CH{ =#=> CoA-C-CH-CH,~COOH (z)
Collj COOH oM
(14) (15)

Lowe und Ingraham gelang es 1971, wenigstens einen mog-
lichen Teilschritt einer derartigen Umlagerung im Modell
durchzufiithren!®* aber auch diese Reaktion ist nicht ganz
mit den enzymatischen Vorgidngen zu vereinbaren (Niheres
siehe [4)). Besondere Schwierigkeiten bereitet der Versuch, die
Umlagerung z. B. von Succinyl-CoA in Methylmalonyl-CoA
zu formulieren. Trotz hoffnungsvoller Ansitze durch neuere
Arbeiten anderer Autoren!®® 81 miissen alle Erklirungsversu-
che noch mit einiger Vorsicht betrachtet werden, zumal iiber
die aktivierende Wirkung der Enzyme auf die Substrate noch
nichts bekannt ist.

3.7. Aminomutasen

Extrakte von CI. sticklandii katalysieren die reversible Um-
wandlung von a-Lysin in B-Lysin. Analoge Isomerisierungen
wurden mit Arginin und Ornithin beobachtet. Bei allen Reak-
tionen scheinen die Aminogruppe und ein Wasserstoffatom
gleichzeitig zu wandern. Alle Aminomutasen bestehen aus
zwei Proteinkomponenten (vgl. Tabelle 2). In einigen Fillen
erhoht sich die Enzymaktivitit durch zweiwertige Metall-K at-
ionen (z. B. Mg?* oder Mn2*) sowie durch katalytische Men-
gen an ATP. Mindestens eine Aminomutase erfordert auch
Pyridoxalphosphat als Cofaktor. Im Hinblick auf die Komple-
xitdt dieser Enzyme wird auf eine Diskussion verzichtet.

3.8. Analoge des Coenzyms B, ,

Aus den obigen Ausfiihrungen wird ersichtlich, daB das
Verstindnis der Wirkungsweise des Coenzyms B;; (1) eng
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mit der Frage zusammenhiingt, wie es im Enzym aktiviert
wird. Es gibt im wesentlichen zwei Alternativen: Homolytische
oder heterolytische Co—C-Spaltung. Um das Problem seiner
Losung ndherzubringen, hat man daher Analoge des Coen-
zyms dargestellt'® " und auf enzymatische Aktivitit hin unter-
sucht. Dabei stellte sich heraus, daf bereits geringfiigige Ande-
rungen am Molekiil des Coenzyms zu einem Verlust an enzy-
matischer Aktivitit fiihren konnen. Von den vielen Coenzym-
Bi,-Analogen sei hier lediglich Verbindung (16) erwihnt.
Der Ersatz des Ribosesauerstoffs durch eine CH,-Gruppe
bewirkt eine wesentliche Verringerung der Coenzymaktivitit
bei der Dioldehydratase-Reaktion'>*), die auf die hdhere Be-

Adenin

HO
SO
HO

H,

standigkeit der Co—C-Bindung in (16) verglichen mit (1)
zuriickgefiihrt wurde. Von starken Basen wird die Co—C-Bin-
dung in (16) jedoch gespalten!®®], Kiirzlich wurde beobachtet,
daB sich die Aktivitit von (16 ) in der Diol-Dehydratase durch
kurzzeitige Lichtbestrahlung des Pseudo-Holoenzyms erhéhen
1aBt'881, Dieser Effekt wurde einer lichtinduzierten Heterolyse
der Co—C-Bindung im enzymgebundenen (16) zugeschrie-
ben. Bei der Bestrahlung einer alkalischen Lésung von (16)
unter LuftausschluB entsteht Vitamin B, ,,/®%.. Wir schlossen
aus diesen Befunden, daB sich die Co—C-Bindung im Coen-
zym oder in (16) wihrend der enzymatischen Reaktion nicht
unbedingt abwechselnd 6ffnet und schlieBt'®®). Jedenfalls sind
auch diese Ergebnisse mit dem Mechanismus in Schema 6
vereinbar.

4. Schluibemerkungen

Der vorliegende Bericht 148t einige Ansétze erkennen, die
uns hoffen lassen, daB die Wirkungsweise der Vitamin-B,,-
Coenzyme in Enzymreaktionen eines Tages detailliert be-
schriecben werden kann. Er zeigt aber auch, daB eine Reihe
schwerwiegender Probleme noch ungelost ist. Wenngleich
auch Modelluntersuchungen den richtigen Weg weisen, gibt
es doch immer noch eine Kluft zwischen biochemischer und
metallorganischer Interpretation der gleichen Phianomene. So
wird Coenzym B;, von der einen Seite als Zwischentrédger
von Substratwasserstoff in Radikalreaktionen angesehen, von
der anderen, die wir vertreten, werden die beobachteten Was-
serstoff-Austauschreaktionen zwischen dem Adenosylrest des
Coenzyms und den Substraten oder Produkten ionisch formu-
liert und als Nebenreaktionen aufgefafit, die nicht direkt mit
den enzymatisch katalysierten Reaktionen zusammenhéngen.
Eine Entscheidung fiir eine der beiden Ansichten sei dem
Leser iiberlassen.

Der vorliegende Bericht wurde mit Unterstiitzung der National
Science Foundation ( Grant CHE-76-10890 ) geschrieben.
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[89] Beider Photolyse von (16) beobachtet man neben Vitamin By, jeweils
auch Vitamin Bi,,. Die Kiivetten fiir die Photolyse miissen speziell
vakuum-entgast werden, um Spuren an Sauerstoff zu entfernen. Bei
sorgfiltiger Durchfithrung erhilt man Vitamin B, als Hauptprodukt
der Lichtzersetzung von ( 16 ). Bestrahlt man Losungen von Diol-Dehy-
dratase, die mit (I) als Coenzym inkubiert wurden, so beobachtet
man keine ErhShung, sondern eine leichte Erniedrigung der enzymati-
schen Aktivitdt. Auch diese Versuche miissen unter streng anaeroben
Bedingungen durchgefiihrt werden [88].

Zuschriften sind kurze vorldufige Berichte iiber
Forschungsergebnisse aus allen Gebieten der Che-
mie. Vom Inhalt der Arbeiten muf- zu erwarten
sein. dall er aufgrund seiner Bedeutung, Neuartig-
keit oder weiten Anwendbarkeit bei sehr viclen
Chemikern allgemeine Beachtung finden wird.
Autoren von Zuschriften werden gebeten, bei Ein-
sendung ihrer Manuskripte der Redaktion mitzu-
teilen, welche Griinde in diesem Sinne fiir eine vor-
dringliche Verdffentlichung sprechen. Die gleichen
Griinde sollen im Manuskript deutlich zum Aus-
druck kommen. Manuskripte, von denen sich bei
eingehender Beratung in der Redaktion und mit
auswirtigen Gutachtern herausstellt, daB sie diesen
Voraussetzungen nicht entsprechen, werden den
Autoren mit der Bitte zuriickgesandt, sie in einer
Spezialzeitschrift erscheinen zu lassen, die sich
direkt an den Fachmann des bebandelten Gebietes
wendet.

Synthese von Thiol- und Selenolestern aus Carbonsiiuren
und Thiolen bzw. Selenolen(""]

Von Hans-Joachim Gaisl"]
Professor Robert B. Woodward zum 60. Geburtstag gewidmet

Thiolester (I ) und Selenolester (2 ) besitzen gegeniiber Nu-
cleophilen hiufig eine groBere und selektivere Reaktivitit als
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ihre O-Analoga, die durch Aktivierung mit Schwermetall-Io-
nen oder Oxidationsmitteln noch gesteigert wird. Diese Eigen-
schaften machen (1) und (2) zu wertvollen Acyliibertragern
und erlauben selektive Umwandlungen in komplexen Molekii-
len. Besonders die Totalsynthese der Makrolid-Antibiotika
und Cytochalasane und die Synthese von Acyl-Coenzym A
verlangen einfache, milde und allgemein anwendbare Metho-
den zur Darstellung von (1) und (2).
Carbonsiure-imidazolide (4 ) oder -1,2,4-triazolide (5 ) sind
mit nahezu quantitativen Ausbeuten aus Carbonsiuren (3)
und Carbonyl-diimidazol (CDI) bzw. -1,2,4-triazol (CDT) zu-
ginglich!!). Wie wir fanden, reagieren (4) und (5 ) mit aliphati-
schen!®! und aromatischen Thiolen oder Selenolen mit ausge-
zeichneten Ausbeuten zu (1) und (2) (Tabellen 1 und 2)P*!,

Rl—%—OH
+ CDI O +CDT
-CO; -CO,
- ImH - TriH N=
/=N 1 7
1o R —C—N
R ((|:5 N_ \=—1|\I
- ImH - TriH
(4) + R*XH +R2xH  (5)
R-C-XR?
& (1), X =5

ImH = Imidazol
TriH = 1,2,4-Triazol

Die Aktivierung von (3 ) mit CDI oder CDT und die Acylie-
rung der Thiole oder Selenole werden ohne Isolierung von
(4) oder (5) in inerten wasserfreien Losungsmitteln bei oder
unterhalb Raumtemperatur bei nahezu neutralem pH durchge-
fiihrt. Die Umsetzungen sind bei aromatischen Thiolen und
Selenolen nach wenigen Minuten, bei aliphatischen Thiolen
innerhalb einiger Stunden beendet. Das neben (1) und (2)
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