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Neuere Entwicklungen auf dem Gebiet des Vitamins BIZ : Von einfachen 
Corrinen und von Coenzym B1 abhangige Enzymreaktionen 

Von G. N. Schrauzer[*l 

Einfache Corrine, z. B. Vitamin BIZ, und Vitamin-B1 2-Coenzyme katalysieren eine Vielzahl 
von ungewohnlichen Enzymreaktionen, fur 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 uber neuere Vorstellungen zur Frage der Wirkungsweise der 
Vitamin-B1 z-Coenzyme in enzymatischen Reaktionen. 

1. Einleitung beschrieben"]. Im vorliegenden Teil werden Corrin-abhangige 
Enzymreaktionen behandelt. Wir werden dabei besonders auf 
die Wirkungsweise der Vitamin-BlZ-Coenzyme eingehen. Auf 
die Wiedergabe von Einzelheiten, die sich auf Vorkommen, 

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

[*I Prof. Dr. G. N. Schrauzer 
University of California at San Diego, Revelle College 
La Jolla, Calif. 92093 (USA) 

Eigenschaften und Isolierung der Enzyme beziehen, wird im 
allgemeinen verzichtet. Ebenso konnen medizinische Aspekte, 
also etwa physiologische Vitamin-B I z-Transportmechanismen 
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oder Mangelerkrankungen, nicht behandelt werden. Zusam- 
menfassende Berichte hieriiber finden sich in der Literatur[', 'I. 

Die Komplexitat der Vitamin-B1 2-abhangigen Enzymreaktio- 
nen erfordert zusatzlich eine Beschrankung des Themenkreises. 
So ist es im zur Verfugung stehenden Raum nicht moglich, 
alle diese Enzymreaktionen griindlich zu diskutieren oder auf 
historische Entwicklungen im einzelnen einzugehen. Man 
kann die Auffassung vertreten, daD 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-B1 2-Modellverbindungen be- 
schaftigen wir uns in diesem Sinne mit der Aufklarung zumin- 
dest einiger der einfacher erscheinenden Reaktionen. Auch 
andere Forscher verwenden Vitamin-B12-Modellverbindun- 
gen mit dem gleichen Ziel. Dariiber hinaus werden auch von 
rein biochemischer Seite immer noch neue Beitrage geliefert. 
Trotz erheblicher Anstrengungen weiD man iiber die Wir- 
kungsweise der Vitamin-B12-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 interdisziplinaren 
Bereich zuriickzufuhren ist. Es ist daher gleichermaDen reizvoll 

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

und notwendig, zusammenfassend iiber das sich noch im Flu13 
befindliche Forschungsgebiet zu berichten. 

1.1. Gliederung 

Die Corrin-abhangigen Enzyme lassen sich in zwei Gruppen 
einteilen. Die erste Gruppe umfa13t die Enzyme, in denen 
einfache Corrine, also z. B. Vitamin Blz selbst, als Cofaktoren 
fungieren. Diese sind in Tabelle 1 wiedergegeben. In der zwei- 
ten Gruppe finden sich alle Enzyme, die Vitamin-B12-Coenzy- 
me, also z. B. 5'-Desoxyadenosylcobalamin, benotigen (siehe 
Tabelle 2). Es ist daher sinnvoll, beide Gruppen getrennt 
zu behandeln. 

1.2. Nomenklatur 

Wir benutzen die gleiche abgekiirzte Nomenklatur wie im 
ersten TeilF']. 5'-Desoxyadenosylcobalamin (I ) (Abb. 1) wird 
als ,,Coenzym B 2" bezeichnet. Alle ubrigen Abkiirzungen 
sind entweder direkt verstandlich oder werden im Text erlau- 
tert. Die typischen Vitamin-B1 2-Modellverbindungen werden 
Cobaloxime genannt. 

Enzym Vorkommen Reaktion [a] Zusatze 

Methan-Synthetase z. B. Methanosarcina barkeri, Reduktionsmittel (H2) 
Methanobacterium M .  o. H .  C ,  CH4 (ATP, H2, ,,Coenzym M") 

ATP, H2. ,,Coenzym M (?) 
+ A\'' 

Methylarsan-Synt hetase Methanobacterium M .  o. H .  C, - AsH,.,(CH,), 

Acetat-Synthetase Clostridium thermoaceticum C, + CO, -CH,COp Reduktionsmittel 

Methionin-Synthetase Escherichia coli 

[a] C, sind C,-Vorlaufer der Methylgruppe, schliel3en aber auch Verhindungen ein, die bereits eine reaktionsfahige Methylgruppe enthalten, z. B. 5-CHrTHFS 
[ = 5-Methyl-tetrahydrofolsaure, Formel siehe GI. (k)]. 

5-CH3-THFA + Honiocystein - THFA + Methionin 
Adenosylmethionin (rednzierende Bedingungen) 

Tabelle 2. Von Coenzym B I Z  ahhangige Enzyme [4] 

Enzym 

Diol-Dehydratase 

Glycerin- 
Dehydratase 
Et hanolamin- 
Desaminase 
Ribonucleotid- 
Reduktase 
Methylmalonyl- 
CoA-Mutase 

Glutamat- 
Mutase 
a-Methylen- 
glutarat- 
Mutase 

L-p-Lysin- 
Aminomutase 

D-3-Lysin- 
Aminomutase 

Ornithin- 
Aminomutase 

Vorkommen 

Aerobacter 
aerogenes 
Lactobacillus sp. 

Clostridium s p  

z. B. Lactobacillus 
leichmannii 
Propionibac- 
terium shermanii, 
Schafsleher 
z. B. Clostridium 
tetanomorphum 
Clostridium 
barkeri 

Clostridium 
sticklandii 

Clostridium 
sticklandii 

C I o s t r i d i u m 
sticklandii 

Reaktion Mo1.-Gew. 

? 

188000 

520000 

70000 

56 OOO 

165 000 
17000 

ca. 170 000 

(1) ca. 60000[a] 

(11) 160000 

(I) ca. 60000 

(11) 160000 

(I) ca. 60000 
(11) 160000 

Zusatze 

K ~ ( N H ~ )  

K~(NH:) 

KQ(NHy,RhQ) 

Effektoren, 
z. B. dGTP 

K@(Rbe), 
Mgz0(MnZa). 
ATP, Pyruvat 

KO(Rhe), 
Mgz0(Mnza). 
ATP, Pyridoxal- 
phosphat 

keine (?) 

[a] Zwei Komponenten; Protein I1 hindet das Coenzym B, 

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



Abb. 1. Struktur des Coenzyms B12 ( I )  [43, 441. Vitamin BI2 tragt am 
Cobaltatom anstelle des 5'-Desoxyadenosylrestes eine Cyanogruppe, Vitamin 
B1 2a eine Hydroxylgruppe. 

2. Von einfachen Corrinen abhangige Enzymreaktionen 

Die in Tabelle 1 wiedergegebenen Enzymreaktionen laufen 
in Gegenwart von einfachen Corrinen, z. B. Vitamin Blza (Hy- 
droxocobalamin) ab. Einige Methanbakterien verwenden Cor- 
rin-Derivate, in denen 5,6-Dimethylbenzimidazol durch ande- 
re Basen ersetzt ist, z. B. ,,Faktor 111", das 5-Hydroxybenzimid- 
azol als axiale Base enthalt. Die Basenkomponente kann 
auch fehlen : Cobinamid besitzt ebenfalls Cofaktoreigenschaf- 
ten und wurde zuweilen ,,Faktor B genanntC5! Die Bildung 
von Methylarsanen ist vermutlich eine Nebenreaktion bei 
der Methanogenese in Gegenwart von Arsen und erfordert 
wahrscheinlich kein unabhangiges Enzym. 

2.1. Methan-Biosynthese 

Es gibt mehrere Bakterien, die Methan als Stoffwechsel-End- 
produkt aus Cellulose, Zucker, Fettsauren, Alkoholen, Form- 
aldehyd, Serin, aber auch aus C 0 2  bilden. Diese Bakterien 
lassen sich im allgemeinen nur schwer in Reinkultur erhalten. 
Am besten untersucht sind Methanosarcina barkeri sowie 
Methanobacterium M .  0. H.  Andere Methan-produzierende 
Bakterien sind ebenfalls bekannt; erwahnt seien Spezies vom 
Genus Methanococcus sowie Methanobacterium ruminantium, 
Methanospirillum und Methanobacterium formicium. Methano- 
coccus uanneillii wurde vor Jahren aus dem Schlamm der 
San Francisco Bay isoliert, ging aber spater 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. 

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 stadtischen Abfall-Aufbereitungsanlagen. Schon vor dem 
2. Weltkrieg wurden aus den Abwasserklaranlagen der Stadt 
Stuttgart pro Jahr 2 Millionen m3 Methan gewonnen, mit 

(vgl. q. 

denen 110 stadtische Kraftfahrzeuge betrieben werden konn- 
tenr6'. Auch im Rumen der Kuh und anderer Wiederkauer 
werden erhebliche Mengen Methan produziert. Hier handelt 
es sich allerdings um eine unerwunschte Nebenreaktion, da 
auf diese Weise ein Teil der zugefiihrten Nahrung verloren 
geht. Man hat errechnetr51, da13 eine ausgewachsene Kuh tag- 
lich etwa 200 Liter Methan bilden kann. Auch im menschlichen 
Darm wird Methan erzeugt; die Menge hangt von der Zusam- 
mensetzung der Nahrung ab. 

2.2. MethanSynthese in uitro 

Zur Reinkultur von Methanbakterien verwendet man im 
allgemeinen Nahrmedien, denen Ammoniak als Stickstoffquel- 
le, B-Vitamine und Rumenfliissigkeit zugesetzt werden. Als 
C1-Quellen dienen COz, 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- 
fuhrtr5]. Als Substrate fir  die Methanbildung eignen sich auch 
Serin, Pyruvat, 5-Methyl-tetrahydrofolsaure (5-CH3-THFS). 
5,1O-Methylen-tetrahydrofolsaure, Methylcobalamin, andere 
methylierte Corrine und sogar Methyl-Derivate von Vitamin- 
B1 2-Modellverbindungent']. Extrakte von Methanobacterium 
M .  0. H .  erfordern zur Methanbildung noch den Zusatz kataly- 
tischer Mengen an ATP. Woljie et al. fanden, da13 noch ein 
weiterer Cofaktor vermutlich essentiell ist, und zwar 2-Mercap- 
toethylsulfonat, HS-CH2CH2S0;[81. 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 gehemmtL8]. 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 .  rnit 
einem wasserstoffbildenden Organismus i ~ t [ ~ ] ,  IaBt sich durch 
Propyliodid inaktivieren. Da die Hemmung der Methanbil- 
dung nach der Propylierung durch Lichteinwirkung wieder 
aufgehoben werden kann, ist anzunehmen, da13 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 
einschliel3lich Freon und sogar DDT gehemmt[10-121. (Chlor- 
methy1)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, daB bei diesen Reaktionen Methyl- 
Radikale auftreten" 31, doch miissen solche Mechanismen jetzt 
als unwahrscheinlich angesehen werden. 

2.3. Mechanismus der Methan-Synthese 

In Schema 1 sind die wichtigsten Reaktionen zusammenge- 
faI3t. die in zellfreien Extrakten von Methan-bildenden Bakteri- 
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en, insbesondere von Methanobacterium M .  0. H .  auftreten. 
Ein voll zufriedenstellender Mechanismus kann auf der Basis 
des experimentellen Materials noch nicht formuliert werden. 

Der Befund, daB Methylcobaloxime in den Zellextrakten 
von Methanobacterium M .  0. H .  unter Methanbildung deme- 
thyliert werden, ist in diesem Zusammenhang von Interesse. 

I 

CH4 

H2O 

Substrate C,- Reduktion I Methanogenese 

c 0 2  I Enzym(e),  

CH20, CH30H I Corrin,  
~ A T P ,  

+ -CH: - 
Aktives 
Methyl 

I Coenzym M etc.  VH,COOH etc.  

Reduktionsmittel: H, 

Schema 1. Enzymatische Methan-Synthese 

Wir diskutierten die Moglichkeit, dalj Methan durch reduktive 
Spaltung der Co-C-Bindung des methylierten Corrins gebil- 
det wird[l4]. Eine derartige Reaktion wird unter nichtenzymati- 
schen Bedingungen beobachtet (vgl. [ll). Als Reduktionsmittel 
eignen sich Thiole sowie insbesondere Dithiole; die Reaktion 
wird im Sinne von GI. (a) formuliert. (Co) steht fur das planare 
Ligandensystem und das Cobaltatom der Cobaloxime, die 
als Modellverbindungen dienen. 

Unter der Annahme, daB im Enzym eine Dithiol-Gruppie- 
rung als biogenes Reduktionsmittel fungiert, wurde daher ein 
katalytischer ProzeB im Sinne von Schema 2 vorgeschlagen['"]. 

Methan entsteht aus Methylcobaloximen jedoch nur, wenn 
die Zellextrakte mit katalytischen Mengen eines Corrins sowie 
von ATP versetzt werdenC7]. Es lag daher nahe anzunehmen, 

r 7 

daB die Methylgruppen zunachst auf den Corrin-Cofaktor 
ubertragen werden. Ein reversibler Austausch der Methylgrup- 
pen im Sinne von (31. (c) findet unter nichtenzymatischen 
Bedingungen statt[161. 

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

H'i' 

donor 

Biogenes Reduk- 2 eo 
t ionsmittel  [ C o ' ]  -Enzym 

Schema 2. Vorschlag eines Mechanismus der Methan-Biosynthese. 

Damals war uber Coenzym M nur wenig bekannt. Als Thiol 
sollte es mit Methylcobalamin nichtenzymatisch in Analogie 
zu G1. (a) Methan liefern. Dies konnte inzwischen bestatigt 
werden' "1, was freilich noch nicht bedeutet, daB Coenzym 
M sich auch in den Zellextrakten als Reduktionsmittel verhalt. 
Andererseits ist bekannt"], daR Methylcobalamin mit Thiolat- 
Ionen nach GI. (b) Methylsulfide liefert. 

L J 

G1. (b) ist demnach ein Model1 der enzymatischen Demethy- 
lierung von Methylcobalamin durch Coenzym M (2-Mercap- 
toethylsulfonat). 

muBte zumindest ein Zusammenhang zwischen der Reaktions- 
geschwindigkeit und der Tendenz verschiedener Methylcobal- 
oxime bestehen, die Methylgruppe zu ubertragen. Dies ist 
jedoch nicht der Fall. Es zeigte sich stattdessen, daB die Ge- 
schwindigkeit der Methanbildung von der Natur der axialen 
Basen B der Cobaloxime abhangt. Zur Erklarung dieser inter- 
essanten Tatsache wurden Loslichkeitsunterschiede der Cobal- 
oxime angefuhrt" 'I. 

Ein Zusammenhang zwischen der Loslichkeit der Modellver- 
bindungen in polaren Losungsmitteln und der Geschwindigkeit 
der enzymatischen Methanbildung besteht jedoch nicht[16]. Ver- 
gleicht man aber die Geschwindigkeit der Methanbildung 
nach G1. (a) mit der Geschwindigkeit der enzymatischen 
Methanbildung[', '"3 "I, so ergibt sich eine statistisch signifi- 
kante (P = 0.05) direkte Korrelation['8]. Dazu wurden die MeB- 
werte fur 13 Modellverbindungen und fur Methylcobalamin 
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herangezogen. Beschrankt man die Korrelationsrechnung 
auf Methylcobalamin und Methylcobaloxime, so ergibt sich 
ein h e a r e r  Korrelationskoeffizient von r = 0.87 (7 Versuchsda- 
ten), mithin eine hohe statistische Signifikanz (P < 0.01)[’81. Es 
ist somit durchaus moglich, daR Methan aus Methylcobalamin 
im Sinne von Schema 2 entsteht und daB auch die Methyl- 
cobaloxime durch Wechselwirkung rnit einem biogenen Re- 
duktionsmittel demethyliert werden. Die Co-C-Bindung wird 
durch axialen Angriff gespalten, moglicherweise durch Reak- 
tion rnit einem Thiol oder Dithiol. 

Wie diese Ausfuhrungen erkennen lassen, ist die Methan- 
Biosynthese ein relativ komplizierter Vorgang. DaD sich die 
Natur zumindest fur Teilschritte der Corrine bedient, ist nicht 
iiberraschend, da das Co( 1)-Supernucleophil des Vitamins B 
(Vitamin B1 2s) der wirksamste biologische Methylgruppenfan- 
ger ist. Auf weitere Einzelheiten, z. B. die Reduktion von COz 
zu aktiven Methylgruppen, wird hier nicht eingegangen, da 
es sich um Corrin-unabhangige Reaktionen des C1 -Stoffwech- 
sels handelt. Es sei auch noch einmal darauf hingewiesen, 
daR es moglicherweise auch eine Corrin-unabhangige Methan- 
bildung gibt (vgl. die reduktive Demethylierung des methylier- 
ten Coenzyms M)[”J. 

2.4. Methylarsan-Biosynthese 

Bei Zusatz von Arsenat zu Zellextrakten von Methanobacte- 
rium M .  0. H .  bilden sich Methylarsan-Derivate, z.B. 
A s H ( C H ~ ) ~  U ~ ~ A S H ~ C H ~ ’ ~ ~ ] .  Auchmit intakten Zellen dieses 
Organismus wurde die Arsen-Methylierung unter den Bedin- 
gungen der Methanogenese beobachtet; die Reaktion wird 
durch Selenit gehemmt. Als Donor der Methylgruppe fungiert 
Methylcobalamin[20]. Diese Arsen-Methylierung hat offen- 
sichtlich wenig oder nichts mit der zu ahnlichen Produkten 
fiihrenden Reaktion von Schimmelpilzen wie Penicillium glau- 
cum zu tun, sondern muR eng rnit der Methan-Biosynthese zu- 
sammenhangen, 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[’61. Die Reaktion wird durch Selenit gehemmt, 
das zu Selenid reduziert wird und anschlieRend in Methylsele- 
nid iibergeht. Der Befund, daR Ethylcobalamin bei der Enzym- 
reaktion keine Ethylarsane liefert, ist von Interesse, da Arsen 
auch unter nichtenzymatischen Bedingungen nicht durch 
Ethylcobalamin ethyliert wird; rnit Ethylcobaloximen entste- 
hen nur Spuren an Ethylarsanen[161. Die enzymatische Arsen- 
Methylierung 1aBt sich daher im Sinne von Schema 3 plausibel 
erklaren; die Methylierung des Selens wird dagegen als Substi- 
tution nach GI. (d) aufgefaBt. 

Die Arsen-Methylierung ist am besten als bakterielle Entgif- 
tungsreaktion anzusehen. Auch die nachgewiesene[”] Methy- 

lierung uon H g Z +  sei in diesem Zusammenhang erwahnt. Me- 
thylcobalamin reagiert unter nichtenzymatischen Bedingun- 

L J 

gen ebenfalls rasch rnit Hg2+-Salzen zu Hg(CH3)+[22, 231 . D’ ie 
Hg-Methylierung durch Methylcobalamin in vivo konnte toxi- 
kologische Bedeutung habenlZ4J. 

2.5. Acetat-Biosynthese 

Acetat (oder Essigsaure) ist die Endstufe der Vergarung 
von Glucose, Cellulose etc. durch Clostridium therrnoaceti- 

Die Summengleichungen (e) bis (g) geben den ProzeB 
schematisch wieder[26! 

C6HIzO6 + 2 H,O - 2 CHSCOOH + 2 COZ + 8 H ( e )  

8 H + 2 CO, - CH,COOH + 2 H,O ( f )  

Zellfreie Extrakte von C1. thermoaceticum wandeln die Me- 
thylgruppe von zugesetztem Methylcobalamin insgesamt, d. h. 
ohne Verlust von Methylwasserstoff, in Essigsaure ~ m ~ ~ ’ ] .  
Bei dieser Reaktion handelt es sich somit um eines der seltenen 
Beispiele einer bakteriellen COZ-Assimilation; sie erfolgt nur 
unter reduzierenden Bedingungen und wird durch SH-blockie- 
rende Agentien gehemmt. Zunachst wurde angenommen, daB 
Acetat iiber Carboxymethylcobalamin nach G1. (h) entstehtr2*]. 

[Co’]’ + CH,COOH cr 
Diese Reaktion findetjedoch in Anbetracht des oben Gesag- 

ten sicher nicht statt, auch bestehen keine Hinweise fur die 
Moglichkeit einer Aktivierung der Methylgruppe des Methyl- 
cobalamins. Auch eine C02-Methylierung, wie sie bei Gri- 
gnard-Reaktionen auftritt, kommt nicht in Frage, da  Methyl- 
cobalamin nicht genugend reaktiv ist. Die Bildung von Acetat 
aus Methylcobalt-Komplexen 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[’6. 291. 

Die Acetat-Biosynthese nach Schema 4 hat somit vie1 rnit 
der Methan- und Methylarsan-Biosynthese gemeinsam. Sie 

[CH3’] -% C H , A S * ~  
-A I 

Biogener Methyl-  
donor 

Biogenes Reduk- 
tionsmittel 

S Q-4 
Schema 3. Postulierter Mechanismus der enzymatischen Arsen-Methylierung. 
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SH3 p-[ $o"']-Enzym I \  

Biogener Methyl- -CH: 1 H:i$ 
[ CH? ] "' C H3C000 donor 

Biogenes Reduk- J 
I tionsmittel 

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

mu0 jedoch in einem weitgehend protonenfreien Zentrum 
des Enzyms erfolgen, damit die CH;-artige Spezies nicht zu 
Methan protoniert wird. Es ware interessant festzustellen, ob 
Cl. thermoaceticurn unter bestimmten Bedingungen nicht auch 
Methan oder Methylarsane erzeugen kann. 

2.6. Methionin-Synthese in Eschevichia coli 

Aus E.  coli wurde ein Enzym isoliert, das die Methylgruppe 
von 5-Methyl-tetrahydrofolsaure (5-CH3-THFS) auf Homocy- 
stein unter Bildung von Methionin ubertragt [GI. (i)][30-361. 

YH2 Cobalarnin-Enzyrn 
5-CH3-THFS + HS-CHZCHZCH-COOH * 

(+ Adeno<ylrnethionin) 

NH, 
THFS + CH,S-CH~CH,&H-COOH 

Eine Corrin-abhangige Methioninsynthese findet auch in 
tierischen Geweben statt, aber nicht in Pflanzen. Als Cofaktor 
ist aul3er dem Cobalamin noch Adenosylmethionin erforder- 
lich. Von diesem Cofaktor wird das Enzym-gebundene Vit- 
amin BlZs rascher als von 5-CH3-THFS methyliert. Als End- 
stufe der Methioninbildung wird eine Reaktion nach GI. (j) 
angenommen ; eine analoge Methioninsynthese aus Homocy- 
stein und Methylcobaloxim wurde unter nichtenzymatischen 
Bedingungen verwirklicht. 

7% p 
fiO"'l-Enzym + %-CH,CH,CH-COO~ --i- 

(j) 
NH, 
I + CH,S-CH,CHzCH-COOO 

Enzym- gebundenes 
Vitamin B,,, 

Voraussetzung fur eine Umsetzung von Methylcobalamin 
nach GI. (j) ist das Vorliegen des Homocysteinyl-Dianions, 
da Homocystein als solches ahnlich wie andere Thiole die 
Co-C-Bindung des Methylcobalamins reduktiv spaltet [vgl. 
G1. (b)]. 

Demgegenuber ist es bis heute noch nicht gelungen, durch 
Reaktion von CH3-THFS mit Vitamin BlZr oder Vitamin 
BIzs Methylcobalamin nichtenzymatisch darzustellen [GI. 

Man mu0 annehmen, daI3 diese Reaktion direkt nur nach 
einer spezifischen Aktivierung der Methylgruppe vor sich geht, 
oder daI3 das Cobalamin durch 5-CH3-THFS unter Mitwir- 
kung des Enzyms indirekt methyliert wird. Wie im einzelnen 

001. 

THFS 

R = -NH-CH-CH,CH,-COOH 
I 

COOH 

GI. (k) enzymatisch ermoglicht wird, ist ein noch ungelostes 
Problem. Auch die Rolle des Adenosylmethionins ist noch 
nicht ganz aufgeklart; Reaktion (1) zu Adenosylhomocystein 
lauft nichtenzymatisch auIjerordentlich leicht ab. 

@ 

Adenosyl Adenosyl 
R-S-CH, I + E o l ] @  + R-S I (1) 

R = CHzCHzCH-COOH 
I 
N H, 

Konnte Methionin nicht auch aus Homocystein und einem 
C1-Fragment von der Oxidationsstufe des Formaldehyds ent- 
stehen? Thiole werden in Gegenwart von Formaldehyd und 
mit Vitamin BtZE als Katalysator glatt S-methyliert [GI. 
(m)][37,381, 

U 

3. Von Coenzym B1 abhangige Enzymreaktionen 

3.1. Eigenschaften und Reaktionen des Coenzyms Blz 

Wie aus Tabelle 2 ersichtlich ist, sind mindestens neun 
Enzyme bekannt, in denen Coenzym Blz als Cofaktor fungiert. 
Die Struktur des Coenzyms Blz (siehe Abb. 1) gibt keinerlei 
Hinweise auf dessen Wirkungsweise. Es wird allgemein ange- 
nommen, daI3 das Coenzym durch Bindung an die Apoenzyme 
unter Spaltung der Co-C-Bindung in eine reaktionsfahige 
Form umgewandelt wird. Wie diese Aktivierung des Coenzyms 
stattfindet, ist jedoch noch unklar. Coenzym B12 oder 5'-Des- 
oxyadenosylcobalamin ( 1 )  ist im festen Zustand sowie in neu- 
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traler waBriger Losung stabil. Eine irreversible Zersetzung 
in Hydroxocobalamin (Vitamin B1za), Adenin und D-erythro- 
2,3-Dihydroxy-pent-4-enal (2) erfolgt auf Zusatz von Sau- 
ren[391. In alkalischer Losung wird die Co-C-Bindung unter 
Bildung von Vitamin BlZs und 4',5'-Anhydroadenosin (3) 
g e ~ p a l t e n [ ~ ~ ] .  Bei der Einwirkung von Licht wird die Co-C- 
Bindung homolytisch gelost. Dabei entsteht primdr das 5'-Des- 
oxyadenosyl-Radikal ( 4 ) ,  das sich intramolekular in das cy- 
clische Adenosinoid (5) ~mwandelt[~']. In Gegenwart von Luft- 
sauerstoff wird ( 4 )  vorwiegend zu ( 6 )  oxidiert. Die Co-C- 
Bindung 1aBt sich auch reduktiv durch Reaktion mit Thiolen 
oder Dithiolen spalten. Dabei bildet sich 5'-Desoxyadenosin 
(7) (siehe Schema 5)"61. Verbindung (7) kann auch aus dem 
5'-Desoxyadenosyl-Radikal ( 4 )  bei der Photolyse des Coen- 
zyms in Losungsmitteln auftreten, denen freie Radikale Was- 
serstoffatome entreiBen konnen, also z. B. in Alkoholen [GI. 
M I .  

OH 
[Co"'] + Xo I 

P H  P H  
Adenin + CH,=CHCH-CHCH=O + r A  

unter reduzierenden Bedingungen an Vitamin B1 zs angelagert ; 
daneben bildet sich Tripolyphosphat [Gl. ( o ) ] ~ ~ ~ , ~ ~ ] .  

A T P  + Vitamin  B,,, - Coenzym B,, + Tripolyphosphat  (0 )  

(1)  

Eine Reaktion im Sinne von G1. (0) wurde unter nichtenzy- 
matischen Bedingungen noch nicht beobachtet. Bei der Biosyn- 
these von (1) wird vermutlich die C-0-P-Bindung des 
ATP spezifisch aktiviert oder aber in Vitamin-B1 z-unabhangi- 
ger Reaktion zunachst gelost. 

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

HX (Saurespaltung) 

Adenin 

::Q hv 

+ H,C Hg Reduktive Spaltung 
z B mit RSH 

YHz - CJQ - 
clrco'lll 

Vi tamin  BIZ, 
NH, 

(71 
(1) 

OHE' J 
Adenin 

+ H,O + HO 

Vi tamin  B,,, 
K 

H H  

(31 

( 4 )  

Schema 5. Reaktionen des Coenzyms B l z  ( I )  (siehe auch Abb. 1). 

SchlieRlich sei noch erwahnt, daR (1) auch durch alkalische 
Cyanidlosungen irreversibel zersetzt wird. AuRer der mog- 
lichen Rekombination von Vitamin Blz, mit ( 4 )  sind alle 

3.3. Diol-Dehydratasen 

In Aerobacter aerogenes wiesen Abeles et ein Enzym 
nach, das D,L-1,2-Propandiol und Ethylenglykol in Propional- 
dehyd bzw. Acetaldehyd uberfuhrt [GI. (p)]. HO OH HO OH 

(n) 
Coenaym-Enzym-Komplex, K' 

' QAdenin - H3C R-CH-OH * R-CH, 
I I + H,O b) 

+ I H 1  G A d e n i n  
+ hu 

(anaerob) 
(1)  - H,C 

( 4 )  (7) CHz-OH CH=O 

Co-C-Spaltungsreaktionen irreversibel; eine mogliche Aus- 
nahme bildet die baseninduzierte Zersetzung, die zu Vitamin 
Blzs und Anhydroadenosin ( 3 )  fuhrt*401. 

3.2. Biosynthese des Coenzyms B12 

Coenzym BIZ (1) wird von einer Reihe von Mikroorganis- 
men synthetisiert und wurde erstmals von Barker et al.[41,421 
aus Extrakten von CI. tetannmorphiim isoliert. In der Endstufe 
der Biosynthese von ( I )  wird der Adenosylrest von ATP 

R = CH, o d e r  H 

In einem Lactobacillus fand man ein Enzym, das analog 
die Umwandlung von Glycerin in 2-Hydroxypropionaldehyd 
kataly~iert[~']. Diese Reaktion tritt bei der alkoholischen Ga- 
rung auf und gilt als unerwunscht, 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 enthalt Thiolgruppen vermut- 
lich in der Nahe des Coenzym-Bindungszentrums. Vor kurzem 
wurde nachgewiesen, daB das Enzym auch einige der fruher 
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als Inhibitoren angesehene substituierte Diole dehydratisiert. 
So wird 1,2-Butandiol in Butyraldehyd ubergefuhrt, und aus 
2,3-Butandiol entsteht 2 - B ~ t a n o n ' ~ ~ ~ .  Das funktionelle Ho- 
loenzym wird durch Sauerstoff inaktiviert. Das AusmaB der 
OZ-Empfindlichkeit des Holoenzyms hangt von der Vor- 
behandlung des Enzyms ab. Werden Losungen des Apoenzyms 
unter LuftausschluB bereitet und aufbewahrt, so erhalt man 
im allgemeinen starker sauerstoffempfindliche Holoenzympra- 
parate als wenn das Apoenzym zunachst aerob gelost wird. 
Wir verm~ten[~'], 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 OZ-empfindliche Modifikation des 
Holoenzyms. Diese Ansicht wird dadurch gestutzt, daB sich 
die reduzierte, starker 02-empfindliche Modifikation durch 
Behandlung des oxidierten Apoenzyms rnit milden Reduk- 
tionsmitteln teilweise wieder herstellen ' I .  

3.3.1. Mechanismus der enzymatischen Dehydratisierung von 
Diolen 

1,2-Diole lassen sich leicht durch Saurebehandlung in Alde- 
hyde oder ggf. Ketone uberfuhren. So gelingt z.B. die Um- 
wandlung von Phenylglykol in Phenylacetaldehyd durch Was- 
serdampfdestillation einer Losung des Diols in 12proz. H2SO4. 
Wie sol1 sich aber Ethylenglykol unter Mitwirkung von Coen- 
zym Blz in Acetaldehyd umwandeln? Die Beobachtung, daB 
die Modellverbindung p-Hydroxyethylcobaloxim von Basen 
glatt in Acetaldehyd und Cobaloxim(1) zerlegt wird, fuhrte 
uns bereits vor zehn Jahren zu der Annahme, daD ein analoger 
ProzeB auch bei der enzymatischen Diol-Dehydratisierung 
stattfindet [GI. (q)] r 5  '1. 

u u  

CH,-OH 
I 

+ CH,-CH=O + ( C O ' ) ~  (9) 

D a  Glykole selbst nicht rnit Vitamin B1 zs oder dem analogen 
Cobaloxim(1) reagieren, muBte eine spezifische Aktivierung 
der Substrate durch das Enzym postuliert werden["! Enzym- 
gebundenes Vitamin B12s wird im Rahmen des von uns vorge- 
schlagenen Mechanismus durch eine baseinduzierte Eliminie- 
rungsreaktion aus Coenzym B12 erzeugt. Das dabei entstehen- 
de enzymgebundene 4,S-Anhydroadenosin (3) befindet sich 
demnach in der Nahe des aktiven Zentrums und tauscht rnit 
dem Produkt Protonen pus. 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 unabhangige 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 rnit den in Schema 6 angenommenen V~rgangen['~]. 
Im Abschnitt 3.3.2 wird ein Alternativmechanismus diskutiert, 
in dem die gleichen Vorgange radikalisch formuliert werden. 

Der Mechanismus in Schema 6 wird gestutzt durch die 
Beobachtung, daB funktionelle Diol-Dehydratase in der sauer- 
stoffempfindlichen Modifikation auch durch NzO, und zwar 
fast ebenso stark wie durch 02, inaktiviert wird["]. Wie schon 

+ Umsetzung 

Do'" akt iv ie r tem 
mi t  

Substrat  
Reversible Aktivierung 

d e s  Coenzyms B12 (!) 

+ + 
Zwischenprodukt oder  O=CHCH,CH, CH,CH=CH-O@ 

Ubergangszustand + + 

&o "'1 Produkt 

(1) 

Regenerierung d e s  Coenzyms B,, 
und Abspaltung d e s  Produkts  
vom aktiven Zent rum 

Schema 6. Vorgeschlagener Mechanismus der enzymatischen Umwandlung 
von D.L-1,2-Propandiol in Propionaldehyd 1291. A=Adeninrest. Das Enzym 
ist im Formelschema weggelassen worden. 

im ersten Teil"] ausgefuhrt wurde, ist N 2 0  ein spezifisches 
Oxidationsmittel fur Vitamin BlZs. Die Inaktivierung deutet 
somit auf die Anwesenheit von enzymgebundenem Vitamin 
BlZs. Vor kurzem wurde auch (3) im Holoenzym nachge- 
~ i e s e n [ ~ " .  Gegen unseren Mechanismus wurde eingewendet, 
dal3 z. B. beobachtete Isotopenaustauscheffekte sich nicht rnit 
Schema 6 vereinbaren l a ~ s e n [ ~ ~ ] .  Auf die meisten Einwande 
wurde schon an anderer Stelle[s41 naher eingegangen; wir hal- 
ten Schema 6 immer noch fur prinzipiell richtig. Inzwischen 
wurde ein Alternativmechanismus vorgeschlagen, der auf an- 
deren Annahmen beruht ; er wird im folgenden diskutiert. 

3.3.2. Alternativmechanismus der enzymatischen Dehydrati- 
s i e r u n g 

Abeles und andere Forscher halten es fur moglich, daB 
die Diol-Dehydratisierung nach einem Radikalmechanismus 
~ e r l a u f t [ ~ ~ ] .  Es wird angenommen, daB das Coenzym B12 
(I) durch Homolyse der Co-C-Bindung aktiviert wird. Das 
dabei entstehende Radikal ( 4 )  entreiBt dem Glykol ein H- 
Atom und geht dadurch in 5'-Desoxyadenosin (7) uber. Das 
Glykol-Radikal (8) lagert sich dann an enzymgebundenes 
Vitamin B12r an. Uber ein 1,2-Dihydroxyethylcobalamin ( 9 ) ,  
das sich umlagert, bildet sich Formylmethylcobalamin (1 1 ) 
oder dessen Hydrat (10) [GI. (r). Das Enzym ist in den 
Formeln weggelassen worden]. 
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H P  YH HO OH 
( 4 )  + HzC-CHz + CH3-R + I I .CH-CHZ 

Aus (11) sol1 der Acetaldehyd durch Homolyse der Co-C- 
Bindung und Wasserstoffabstraktion aus (7) entstehen. Auf 
diese Weise wird das Radikal ( 4 )  zuruckgebildet, das mit 
Vitamin BlZr unter Regenerierungvon (I) reagiert [GI. (s)][""I 

(41 + CH,CH=O ( 1 )  + CH,CH=O 

Dieser Mechanismus wurde aufgestellt, um die Bildung von 
3H-markiertem Acetaldehyd aus unmarkiertem Glykol und 
dem Holoenzym zu erklaren, das 3H in der 5'-Position des 
Coenzyms enthalt[56]. Nimmt man an, daD diese Austauschre- 
aktion zwischen Substrat und Coenzym erfolgt, so mussen 
in der Tat Radikalmechanismen wie in den Gleichungen (r) 
und (s) postuliert werden. Es kommt jedoch auch d a m  zu 
einem Austausch der 5'-3H-Atome des Coenzyms, wenn das 
Enzym rnit dem Produkt inkubiert wird. Man muBte daher 
annehmen, 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 groI3e 
Schwierigkeiten auf. Es gelang bisher nicht, Hinweise fur die 
Existenzfahigkeit von Verbindungen des Typs ( 9 )  zu erhalten, 
so daB sich die postulierte Umlagerung von ( 9 )  in (10) experi- 
mentell nicht nachprufen lieI3. Wir fassen ( 9 )  als ,,Corrinhy- 
drin" des Glykolaldehyds auf; das Gleichgewicht der Reaktion 
(t) liegt weit auf der linken Seite[57a! 

PH P H  
~ C O ' ] '  + H3 '(7) R-CH-C-R (t) 

PH R 
R-CH-C-R + 
R = H oder CH, 

Inzwischen wurde auch gefunden, daD sich radiolytisch er- 
zeugte Clykol-Radikale rnit Vitamin BlZr nicht im Sinne von 
GI. (r) zu (9) um~etzen[~ '~] .  

Ein weiterer Einwand gegen Reaktion (s) ergab sich beim 
Versuch, Formylmethylcobalamin (1 1) der Homolyse der 
Co-C-Bindung zu unterwerfen. Sowohl bei der thermischen 
Spaltung als auch bei der Bestrahlung rnit Licht zerfallt (11) 
glatt und ohne intermediare Bildung von Vitamin Blzr in 

Acetaldehyd und Hydroxocobalamin [siehe GI. (4) im ersten 
Teil]['s 581. Es ist somit nicht gelungen, den postulierten Radi- 
kalmechanismus der Diol-Dehydratisierung experimentell zu 
stutzen. Das heiBt naturlich 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 
durchgefuhrt Wir untersuchten die gleiche Reaktion 
in neutraler Losung. Unter diesen Bedingungen scheinen die 
Glykol-Radikale zu Erythrit und verwandten Verbindungen 
zu dimeri~ieren[~~"] .  Da die Homolyse der Co-C-Bindung 
des Coenzyms B1 bei seiner enzymatischen Aktivierung ge- 
genwartig fur moglich gehalten wird, sei darauf hingewiesen, 
daR ein derartiger ProzeB aus energetischen Grunden unwahr- 
scheinlich ist. Eine Stutze fur die Beteiligung von (7) an 
den Enzymreaktionen wird darin gesehen, daB (7) bei der 
Aufarbeitung von Enzyminkubaten zuweilen in Spuren nach- 
gewiesen wurde. D a  (7) aus (I ) durch reduktive Co-C-Bin- 
dungsspaltung entstehen kann [vgl. G1. (n) und Schema 51, 
ist es durchaus moglich, daB (7) das Produkt einer Nebenreak- 
tion ist, die nichts rnit dem Enzym-katalysierten Vorgang 
zu tun hat. 

SchlieBlich sind auch ESR-Messungen an Diol-Dehydratase 
zur Stutzung des Radikalmechanismus der Coenzym-B, 2-ab- 
hangigen 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[601 und 
als Coenzyrn-Bl2-abhangig erkannt. Die eingehende Untersu- 
chung des Enzyms verdanken wir Babiorr6']; die katalysierte 
Reaktion ist in GI. (u) wiedergegeben. 

Coennym-Enrym-Komplcx 
CHZ-OH CH,CH=O + N H , O O H ~  (u) 

I + H*O C H, -N H, 

Das Apoenzym hat ein Mo1.-Gew. von 520000 und wird 
von 5 M Guanidiniumchlorid in inaktive Untereinheiten vom 
Mo1.-Gew. 51 000 zerlegt. Das Sauerstoffatom des Ami- 
noethanols (Ethanolamins) bleibt bei der Umwandlung in 
Acetaldehyd am gleichen Kohlenstoffatom haften. Das Enzym 
mu13 rnit der Diol-Dehydratase verwandt sein, da Glykol als 
stochiometrisches Substrat fungiert. Bei Verwendung von 
[3H]-2-Aminoethanol als Substrat tritt 'H in die 5'-Position 
des enzymgebundenen Coenzyms. Fur 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 fandenc6'], daB Ethanolamin-Desaminase durch Sauer- 
stoff sowie durch N 2 0  inaktiviert wird, und schlossen daraus, 
daI3 das enzymgebundene Coenzym ( I  ) ein nucleophiles Co- 
balt(1)-Atom enthalt. Durch Inkubation von l4C-markiertern 
Coenzym BI2 gelang es uns auch, Spuren von (3) bei scho- 
nender Aufarbeitung des funktionellen Holoenzyms nachzu- 
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weisen. Auf Grund der Ergebnisse von Modellversuchen 
sowie der hier angefiihrten enzymatischen Studien wurde 
daher der im Schema 7 dargelegte ionische Mechanismus 
postuliert[621. Ahnlich wie bei der Diol-Dehydratase sehen wir 
keine Moglichkeit zur Stutzung eines Radikalmechanismus 
(vgl. Abschnitt 3.3.2). 

U 

Enzym 
CH3CH=0 NH3-l-- 

Austausch d e r  Acetaldehydprotonen 
mit enzymgebundenem ( 3 )  

Regenerierung des  Coenzyms und 

CH,CH=O + N H ~  
Schema 7. Vorgeschlagener ionischer Mechanismus der enzymatischen Des- 
aminierung yon Aminoethanol durch Ethanolamin-Desaminase (gekiirzte 
Version) [62]. 

3.5. Ribonucleotid-Reduktase 

In Lactobacillus leichmannii findet sich ein Coenzym-B 2-ab- 
hangiges Enzym, das die Reduktion von Ribonucleotiden in 

Desoxyribonucleotide k a t a l y ~ i e r t ' ~ ~ .  641. Als Reduktionsmittel 
dient ein Thioredoxin, in vitro konnen jedoch auch Dithiole, 
z. B. Dihydroliponsaure (12) oder Dithioerythrit (13), einge- 
setzt werden [GI. (v)]. 

Coenzym-Enrym-Komplex 
X T P  + R(SH)z - d X T P  + R/? + HzO (v) 

(+ Effektar) ' 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 ~ o r h a n d e n [ ~ ~ .  661. 

Allerdings gibt es auch Ribonucleotid-Reduktasen, die Corrin- 
unabhangig 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 Enzymaktivitat erhohen, 
wird angenommen, da13 diese Effektoren durch Bindung an 
das Apoenzym eine Konformationsanderung hervorrufen. In- 
kubiert man das Enzym rnit 5'-3H-markiertem (1 ), tritt ein 
Austauschvon 3H rnit den Protonen des Losungsmittels (Was- 
ser) einc6'1. Bei niedriger Enzymkonzentration ist die Menge 
an ausgetauschtem 3H' der Ausbeute an reduziertem Substrat 
proportional. Fuhrt man die Enzymreaktion in 3H20 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 
enthalt vermutlich SH-Gruppen in der Nahe des Coenzym- 
Bindungszentrums. Vitamin BIZ, wirkt nicht als Coenzym, 

wird jedoch auf Zusatz von Dithiol und Effektor zu Vitamin 
B 2r reduziert. In derartigen Losungen werden ESR-Signale 
von Vitamin B1 2r rnit hochaufgeloster 14N-Superhyperfein- 
struktur beobachtet[681; 5,6-Dimethylbenzimidazol bleibt 
demnach unter diesen Bedingungen axial an das Cobaltatom 
koordiniert. Auch das funktionelle, rnit ( I )  inkubierte Enzym 
ergibt ESR-Signale, die eine gewisse Ahnlichkeit rnit den ESR- 
Signalen anderer Coenzym-Bl 2-abhangiger Enzyme aufwei- 
sen[691. Die Deutung steht jedoch noch aus. 

3.5.1. Mechanismus der enzymatischen Reduktion von Ribo- 
nucleotiden 

Man hat fur die Ribonucleotid-Reduktion Radikal- 
mechanismen vorgeschlagen, in denen 5'-Desoxyadenosin (7) 
als Wasserstoffubertrager fungiert und das Radikal ( 4 )  dem 
Dithiol ein Wasserstoffatom entreifit[641. In Gegenwart uber- 
schussigen Thiols mufiten 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 I6"]). 

Aus eigenen Untersuchungen stammt ein ionischer 
Mechanismus, der auch rnit Ergebnissen von Modellreaktio- 
nen weitgehend in Einklang steht" 61. 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 [GI. (w)]. 

Auf dieser Basis wurde der in Schema 8 wiedergegebene 
Mechanismus fur die Coenzym-B 2-abhangige Ribonucleotid- 
Reduktion vorgeschlagen. Der Nachweis von enzymgebunde- 
nem Vitamin Blzs rnit N z O  gelang hier nicht["], da  das Ho- 
loenzym auch durch Luftsauerstoff nicht wesentlich inaktiviert 

CHz-0-TP C Hz-0-TP 
+ Cocnrym-Enzym-Komplex 

> 
(- OHc') 

Enzym Base  

C Hz-0-TP 

> 
-Coenzym-Enmym-Komplcx 

Base 
[ Co]  -Enzym 

H-S 

C Hz-0-T P CH,-O-TP 

H Base 
- 

Base  

Schema 8. Postulierter Mechanismus der Ribonucleotid-Reduktion [ I  61. 
T P  =Triphosphat. 
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wird. Dagegen gelang eine uberraschende Beobachtung, die 
als Stutze fur 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 Pufferlosungen abhangtI7l1. Diese Autoren interpretierten 
die beobachteten Effekte als Hinweis fur 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 ( 1 3 )  oder 
Dihydroliponsaure (1 2 )  fanden wir praktisch die gleichen Eflek- 
te in einem nichtenzymatischen System. Die in Abbildung 2 

0.8 

$ 0.6 -/ 

0 
0.05 01 0.2 0.4 105 01 0.2 0.4 10.05 0.1 0.2 0.4 

c [rnol/ll- 
Ahb. 2. Geschwindigkeitsprotiile der enzymatischen Reduktion von Ribonu- 
cleotid (----) und der Methanhildung aus Methyl(aquo)cobaloxim (-) 
in Tris- und Phosphatpuffer mit Dithioerythrit ( 1 3 )  und Dihydroliponsaure 
(12 j als Reduktionsmittel [16]. v,.,: relative Reaktionsgeschwindigkeit; c: 
Konzentration des Puffers. a) Trispuffer + (13) ;  h) Phosphatpuffer + ( 1 3 ) ;  
c) 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][181. Diese bemerkenswerte Ubereinstim- 
mung zwischen zwei nicht unmittelbar als verwandt zu erken- 
nenden Reaktionen wird verstandlich, wenn angenommen 
wird, daD bei der Ribonucleotid-Reduktion und der Methan- 
bildung die gleichen Vorgange geschwindigkeitsbestimmend 
sind. Vermutlich handelt es sich dabei um die axiale Anlage- 
rung der Dithiole an das Cobaltatom, die offenbar von Art 
und Konzentration der venvendeten Puffer abhangt. Ahnlich 
wie bei den anderen Coenzym-B1 2-abhangigen Enzymen mu6 
auch bei der Ribonucleotid-Reduktase angenommen werden, 
daB das Coenzym durch Bindung an das Apoenzym aktiviert 
wird. Wir glauben, daB diese Aktivierung im Sinne einer P-Eli- 
minierung erfolgt, haben hierfur aber noch keine direkten 
Hinweise. 

3.6. Coenzym-B1 2-abhiingige Mutasen 

Die bis jetzt bekannt gewordenen M ~ t a s e n ~ ~ ~ - ~ ~ ]  (vgl. 
Tabelle 2) zeichnen sich durch hohe Substrat-Spezifitat aus. 
Die katalysierten Umlagerungen sind reversibel und finden 
ohne Austausch rnit Protonen des Losungsmittels statt. Man 
fand jedoch wiederum einen Austausch zwischen Substratpro- 
tonen und dem Wasserstoff in der 5'-Position des enzymgebun- 

denen Coenzyms. In den Substraten wandert der Wasserstoff 
zwischen zwei benachbarten Kohlenstoffatomen, und bei allen 
Reaktionen wirdformalder Rest R reversibel zwischen Position 
3 und 2 von Propionsaure ausgetauscht [GI. (x)]. 

CH2-CH2-COOH + + CH,-CH-COOH (4 I I 
R R 

R = -CO-CoA, -CH(NH,)COOH, CH2=C-COOH etc 
I 

Wir schlugen vor, daB Organocobalamin-Zwischenproduk- 
te bei diesen Reaktionen im Sinne von GI. (y) i~omerisieren[~]. 

Es gibt experimentelle Hinweise, daD derartige Umlagerun- 
gen stattfinden [vgl. G1. (h) im ersten Teil][']. Man miiDte 
hier jedoch annehmen, daB 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 uber einen 
Organocobaltkomplex vom Typ (1 4 )  ablauft[82! Wir unter- 
suchten eine Verbindung vom Typ (I 5 ) ,  konnten jedoch keine 
Umlagerungstendenz feststellen [GI. (z)]['~]. 

Lowe und Ingraham gelang es 1971, wenigstens einen mog- 
lichen Teilschritt einer derartigen Umlagerung im Modell 
d u r c h ~ u f u h r e n ~ ~ ~ ~ ,  aber auch diese Reaktion ist nicht ganz 
mit den enzymatischen Vorgangen zu vereinbaren (Naheres 
siehe 14]). Besondere Schwierigkeiten bereitet der Versuch, die 
Umlagerung z. B. von Succinyl-CoA in Methylmalonyl-CoA 
zu formulieren. Trotz hoffnungsvoller Ansatze durch neuere 
Arbeiten anderer A ~ t o r e n ~ ~ ~ '  861 mussen alle Erklarungsversu- 
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 P-Lysin. Analoge Isomerisierungen 
wurden rnit 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 Fallen 
erhoht sich die Enzymaktivitat durch zweiwertige Metall-Kat- 
ionen (z. B. Mg2 + oder Mn2 +) sowie durch katalytische Men- 
gen an ATP. Mindestens eine Aminomutase erfordert auch 
Pyridoxalphosphat als Cofaktor. Im Hinblick auf die Komple- 
xitat dieser Enzyme wird auf eine Diskussion verzichtet. 

3.8. Analoge des Coenzyms B1 

Aus den obigen Ausfuhrungen wird ersichtlich, daB das 
Verstandnis der Wirkungsweise des Coenzyms B12 ( 1 )  eng 
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rnit der Frage zusammenhangt, wie es im Enzym aktiviert 
wird. Es gibt im wesentlichen zwei Alternativen: Homolytische 
oder heterolytische Co-C-Spaltung. Urn das Problem seiner 
Losung naherzubringen, hat man daher Analoge des Coen- 
zyms d a r g e ~ t e l l t ~ ~ ~ ~  und auf enzymatische Aktivitat hin unter- 
sucht. Dabei stellte sich heraus, daB bereits geringfiugige Ande- 
rungen am Molekul des Coenzyms zu einem Verlust an enzy- 
matischer Aktivitat fuhren konnen. Von den vielen Coenzym- 
B1 2-Analogen sei hier lediglich Verbindung (1 6) erwahnt. 
Der Ersatz des Ribosesauerstoffs durch eine CH2-Gruppe 
bewirkt eine wesentliche Verringerung der Coenzymaktivitat 
bei der Dioldehydrata~e-Reaktion'~~~, die auf die hohere Be- 

standigkeit der Co-C-Bindung in ( 1 6 )  verglichen rnit ( 1 )  
zuruckgefiihrt wurde. Von starken Basen wird die Co-C-Bin- 
dung in (26) jedoch gespaltenr8']. Kurzlich wurde beobachtet, 
daD sich die Aktivitat von (26) in der Diol-Dehydratase durch 
kurzzeitige Lichtbestrahlung des Pseudo-Holoenzyms erhohen 
laBt[881. Dieser Effekt wurde einer lichtinduzierten Heterolyse 
der Co-C-Bindung im enzymgebundenen (1 6) zugeschrie- 
ben. Bei der Bestrahlung einer alkalischen Losung von (26) 
unter LuftausschluB entsteht Vitamin B12s[891. Wir schlossen 
aus diesen Befunden, daB sich die Co-C-Bindung im Coen- 
zym oder in ( 1  6) wahrend der enzymatischen Reaktion nicht 
unbedingt abwechselnd offnet und schlieBt[881. Jedenfalls sind 
auch diese Ergebnisse rnit dem Mechanismus in Schema 6 
vereinbar. 

4. SchluDbemerkungen 

Der vorliegende Bericht IaBt einige Ansatze erkennen, die 
uns hoffen lassen, daD die Wirkungsweise der Vitamin-B12- 
Coenzyme in Enzymreaktionen eines Tages detailliert be- 
schrieben 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 Phanomene. So 
wird Coenzym B12 von der einen Seite als Zwischentrager 
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 aufgefaDt, die nicht direkt mit 
den enzymatisch katalysierten Reaktionen zusammenhangen. 
Eine Entscheidung fur eine der beiden Ansichten sei dem 
Leser iiberlassen. 

Der vorliegende Bericht wurde mit Unterstutzung der National 
Science Foundation (Grant CHE-76-10890) geschrieben. 
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Synthese von Thiol- und Selenolestern aus Carbonsauren 
und Thiolen bzw. Selenolen [**I 

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

Thiolester ( I )  und Selenolester (2) besitzen gegeniiber Nu- 
cleophilen haufig eine grorjere und selektivere Reaktivitat als 

[*I Dr. H.-J. Gais 
Institut fur Organische Chemie der Technischen Hochschule 
Petersenstrane 15, D-6100 Darmstadt 

[**I Professor K .  Hafner danke ich fur die Unterstiitrung dieser Arbeit. 

ihre 0-Analoga, die durch Aktivierung rnit Schwermetall-Io- 
nen oder Oxidationsmitteln noch gesteigert wird. Diese Eigen- 
schaften machen ( I )  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 (I) und (2). 

Carbonsaure-imidazolide ( 4 )  oder -1,2,4-triazolide ( 5 )  sind 
rnit nahezu quantitativen Ausbeuten aus Carbonsauren (3) 
und Carbonyl-diimidazol (CDI) bzw. -1,2,4-triazol (CDT) zu- 
ganglich['l. Wie wir fanden, reagieren ( 4 )  und (5) rnit aliphati- 
schen['] und aromatischen Thiolen oder Selenolen rnit ausge- 
zeichneten Ausbeuten zu ( I )  und (2) (Tabellen 1 und 2)[31. 

R'-C-OH 

+/% - ImH :, - -\ TriH 

\ -/*- (5, 

/=N R1-c+fJ=l 

R'-$-NJ )J \=N 0 

( 4 )  + R 2 X H  

~ 1 - c - x ~ ~  8 ( I ) ,  x = S 
I m H  = Imidazol 
T r iH  = 1,2,4-Triazol 

(2), X = Se 

Die Aktivierung von (3) rnit 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 ( I )  und (2) 
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