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Hydrogenobyrinsaure : Zur Gewinnung, 
Biosynthese und Funktion ** 
Von Francis Blanche *, Denis Thibaut, Denise Frechet, 
Marc Vuilhorgne, Joel Crouzet, BPatrice Cameron, 
Kersten Hlineny, Ute Traub-Eberhard, Maureen Zboron 
und Gerhard Miiller * 

Hydrogenobyrinsaure 1, das cobaltfreie Analogon des te- 
trapyrrolischen Vitamin-B, ,-Grundkorpers Cobyrinsaure 2, 
ist erstmals in einem Bakterium, dem B,,-Produzenten Pseu- 
domonas denitrijkans SC 510['], entdeckt worden; zur Ge- 
winnung haben wir ein biosynthetisches Verfahren entwik- 
kelt, iiber das wir hier berichten. Bemerkenswert ist, daD 1 
a) in einem nicht photosynthetisierenden BakteriumI'], 
b) sowohl bei cobalthaltiger als auch -freier Kultivierung 
und c) intrazellular an einem hierfiir spezifischen Protein bP 
gebunden auftritt. Der biosynthetische Zugang zu 1 eroffnet 
neue Perspektiven fur Studien zur Biosynthese von 1 und 2 
und zur Frage, ob und wie sich die Biosynthesewege dieser 
beiden Verbindungen unterscheiden; uber erste Experimente 
wird berichtet. 

Das 1 fiihrende Protein 1-bP wurde isoliert und gerei- 
nigtI3]. 1-bP ist rotorange, im SDS-Polyacrylamid-Elek- 
tropherogramm die einzige Bande, entsprechend 23 kD, und 
die ersten 15 Aminosauren am NH,-Terminus konnen sau- 
ber sequenziert werden. Da 1 durch Hitzebehandlung (70 "C, 
10 min) von 1-bP freigesetzt wird, liegt eine nicht kovalente 
Protein/Pigment-Bindung vor. Zur Gewinnung von 1 wird 
1-bP oder der aus 100 g Bakterienfeuchtmasse gewonnene 
Rohextraktt3"I hitzebehandelt, zentrifugiert und im Uber- 
stand vorliegendes 1 an DEAE-Sephadex A-25 (0.5 x 1 cm, 
0.1 M Phosphatpuffer, pH 7.0) fixiert. Nach Waschen mit 
20 mL 0.3 M Phosphatpuffer, pH 7.0, wird 1 rnit 10 mL waD- 
riger 1 M KH,PO, eluiert und auf LiChroprep RP-18 
(0.5 x 2 cm) gegeben. Dann wird mit 10 mL 0.25 M KH,PO, 

[*I Dr. F. Blanche, D. Thibaut, D. Frechet, M. Vuilhorgne, 
Dr. J. Crouzet, B. Cameron 
Centre de Recherche de Vitry, RhBne-Poulenc Sante 
BP 14, F-94403 Vitry-sur-Seine (Frankreich) 
Dr. G. Miiller, Dipl.-Biol. K. Hlineny, DipLChem. U. Traub-Eberhard, 
Dipl.-Chem. M. Zboron 
Institut fiir Organische Chemie, 
Biochemie und Isotopenforschung der Universitat 
Azenbergstrak 18, D-7000 Stuttgart 

[**I Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft unter- 
stiitzt. Dr. J.  Lunei (RhBne-Poulenc-Sante) danken wir fur die Forderung 
der Zusammenarbeit. 

gewaschen und 1 rnit H,O/tBuOH (9: 1, v/v) eluiert; lyophili- 
siertes 1 wird lichtgeschiitzt bei - 20 "C trocken gelagert. 
Ausbeute 100 pg 1 pro 100 g Bakterienfeuchtmasse. Zur Ge- 
winnung des Heptamethylesters l a wird l 48 h rnit MeOH/ 
H,SO, (100:5, v/v) stehengelassen und l a  wie beschrieben 
isoliert 151. 

Gleiche Spektren und Analysenwerte (UV/VIS, Circular- 
dichroismus, Fluoreszenz, FAB-MS, 'H- und 13C-NMR, 
Elektrophoresen und Dunnschichtchromatographie (DC) 
von authenthischem 2 (aus P.  shermaniiL4]) und der nach 
chemischer Cobalt-Incorporation aus 1 gewonnenen Ver- 
bindung beweisen die Struktur von 1 (Schema 1 ) .  Die Spek- 

R R  .. 

' 0  I 
"yo 

-R 

I 

0 0-R 

2, R = H ,  X=CoZ@(H2O), 

-la[ 28, R=CH,, X=Co(CN), la,  R=CH,, X = H  

Schema 1. a : l  pmol 1 bnv. 2 in 5 mL MeOH/H,SO, (100:5, v/v. entgast) 48 h 
bei Raumtemperatur im Dunkeln, Stehenlassen, dann Extraktion und DC wie 
beschrieben [4,5]. Reaktionsbedingungen fur 1 + 2 + 2 a und chromatographi- 
sche Reinigungen wie beschrieben [4,5]. 

1, R = H ,  X = H  

Tabelle 1. 'H- und 13C-NMR-Verschiebungen (6-Werte) von Hydrogenobyrin- 
saure in D,O und Zuordnung[a]. Position der C-Atome vgl. Schema 1 [6b]. 

Position 6("C)[b] 6('H)[c] Position S("C)[b] 6('H)[c] 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
25 
26 
27 

81.1 (s) 
47.0 (s) 
56.8 (d) 

105.7 (s) 
164.4 (s) 
48.2 (s) 
54.7 (d) 

173.5 (s) 
90.3 (d) 

180.5 (s) 

188.5 (s) 
49.4 (s) 
54.1 (d) 

177.4 (s) 
103.7 (s) 
180.8 (s) 
58.6 (s) 
42.0 (d) 
68.6 (d) 
23.0 (9) 
17.2 (9) 
47.0 (t) 

180.6 (s) 

30 
31 

3.45 32 
35 
36 
37 
38 

3.25 41 
42 

5.43 43 
46 
47 

2.92 48 
49 
50 
53 
54 

2.72 55 
4.00 56 
1.1 57 
1.2 60 
2.05 61 

27.1 (t) 
36.0 (t) 

183.2 (s) 
15.0 (9) 
20.0 (4) 
47.8 (t) 

179.7 (s) 
26.8 (t) 
39.0 (t) 

181.0 (s) 
32.0 (4) 
20.0 (9) 
54.1 (t) 
21.4 (t) 

183.0 (s) 
15.0 (q) 
20.5 (9) 
33.7 (t) 
34.3 (t) 

182.6 (s) 
37.2 (t) 

182.9 (s) 

1.75, 1.85 
2.08, 2.15 

1.95 
1.3 
2.35 

1.65, 1.85 
2.05 

0.95 
1.15 
1.75, 1.85 
1.8 

1.95 
1.15 
1.75, 2.05 
1.75, 2.35 

2.3, 2.55 

~ 

Ja] Die Spektren sind in D,O rnit einem Bruker-AM-400-Gerit aufgezeichnet 
worden; 'H: 400 MHz, "C: 100.6 MHz. Die HDO-Resonanz wurde durch 
,,Gated Decoupling" unterdriickt. [b] Zuordnung durch heteronucleare Korre- 
lationsexperimente[lO, 111, optimiert 6 r  normale (130 Hz) und Fernkopplung 
(10 Hz). [c] Abgeleitet von homonuclearen COSY-[12] und RELAY-2D-Expe- 
rimenten [13]. 
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tren von 1 [6a] sind passend und vervollstandigen die fur semi- 
synthetisches 1 a erhaltenen DatenI'I. Tabelle 1 gibt eine 
komplette Zuordnung der 'H- und 13C-NMR-Signale von 
1 I6b1, 

Die in-vitro-Biosynthese von 1 gelingt mit den zellfreien 
Rohextraktent3"] sowie den bis dato bekannten Vorstufen 
von zt4, 7 * 8 1  und eignet sich zur Markierung und Biosynthe- 
sestudien von 1. Der am Uroporphyrinogen 111 beginnende 
und iiber die Pracorrine 1 -3[71 fiihrende Methylierungspro- 
ze5 weist bei der Bildung von 1 die gleiche Methylierungsse- 
quenz am tetrapyrrolischen Liganden auf wie bei der Bil- 
dung von 2[796b1: C2, C7, C20, C17, C12, C1, C5jCl5. 
Abbildung 1 A  belegt die Umwandlung des Pracorrins 3 
(letzte bekannte Vorstufe von 2) zu 1: Sein "C-markiertes 
Didehydro-Isolat, das Trimethylisobacteriochlorin [C2, C7, 
C20-Methyl-'3C,] Faktor III[4'. 7 s  ist mit 1 synthetisieren- 
dem R~hextrakt[~'l inkubiert worden, anschliel3end wurde 1 
isoliert und nach bekannter MethodeL4* in den Dicyano- 
heptamethylester 2 a (Cobester) iiberfiihrt. Das 'C-NMR- 
Spektrum dieser Probe zeigt im Methylgruppenbereich die 
fur 2a typischen 13CH,-Signale[71, wobei die Signale der 
Methylgruppen an C1, C12, C17, C5 und C15 dem natiirli- 
chen I3C-Gehalt der Probe entsprechen. Die beiden intensiv- 
sten Signale entstammen den 13CH,-Gruppen an C2 und C7 

A 

11 

24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 

-6 
Abb. 1. 'H-breitbandentkoppelte 100.6-MHz-"CC-NMR-Spektren, 64000 
Scans, in [D,]Benzol von 2a, hergestellt aus biosynthetisiertem 1 [5]. Biosyn- 
thesen: A: Rohextrakt aus 100 g Zellen[3a] + 1 pmol [C2, C7, C2O-Methyl- 
"C,]Faktor III[4c] (90 Atom-% "C) + 20 pmol S-Adenosyl-L-methionin 
(SAM) 18 h bei 30 "C inkubiert. Zur Isolierung 3 mg nicht markiertes 1 zuge- 
setzt, dann Hitzebehandlung, Isolierung von 1 und Darstellung von 
2a  151: 2 mg. B: Rohextrakt aus l00g Zellen + 20pmol 5-Aminolavulin- 
saure + 2Omol ["CH,]SAM 5 h be1 30°C inkubiert, dann 100 pmol 
["CHJSAM (90 Atom-% "C) zugegeben, 6 h weiterinkubiert und 1 isoliert, 
1: ca. 500 pg. 2n: 400 pg. 

vom Pracorrin 3; die '3CH,-Gruppe von C20 ist envartungs- 
gemaD nicht registriert worden und sollte - wie bei der Bil- 
dung von 2 - mitsamt dem C20 als Essigsaure eliminiert 
werden 18]. Die weitere Methylierungssequenz ergab sich wie 
bei den Biosynthesestudien zu 2 aus einem ' 3C-Pulsmarkie- 
r~ngsexperiment[~~. Dem 1 bildenden und zur Vorstufen- 
akkumulation vorinkubierten Zellextrakt wurde S-Adeno- 
syl-L-[methyl-' 'Clmethionin zugesetzt, anschIieBend ist wei- 
terinkubiert und 1 isoliert worden. Abbildung 1 B zeigt das 
13C-NMR-Spektrum von 2a, hergestellt aus 1 ; die Intensi- 
tatzunahme der Signale 1aDt auf die Methylierungssequenz 
schliel3en. 

Die in-vitro-Transformation von radioaktivem 1 oder 1- 
bP zu 2 gelang weder mit Pseudomonas denitrficans noch mit 
Propionibacterium shermanii, obwohl der Mechanismus der 
Biosynthese von 2 - soweit bekannt - auch bei der Bildung 
von 1 verwirklicht ist. Art und Zeitpunkt des zu 2 fiihrenden 
Cobalteinbaus bleiben somit offen. Die in Tabelle 2 zusam- 

Tabelle 2. Bildung von Cobyrinsaure 2 rnit Enzympraparationen aus P .  sher- 
manii[4,5] und den radioaktiv markierten Substraten Hydrogenobyrinsaure 1 
und proteingebundener Hydrogenobyrinsaure 1-bP[a]. 

Experiment Substrate Cobyrinsaure 2 isoliert als Cobester 2a 
[nmolIIfl [nmoll[gl [nmoll [hl 

235[b] 0.44 
60 - -  

1 fil 
2 
3 235[b] 10 0.17 
4 450[b] 13 0.33 
5 5WCl 5 0.10 
6 700[d] 165 102.00 
7 70O[e] + 500[c] 27 0.10 

[a] Jeweils gleiche Enzympraparation aus 100 g Bakterienfeuchtmasse pro Ex- 
periment[5] + 2.5 pmol Coz@ + 50 pmol S-Adenosyl-L-mehtionin + Substra- 
te (spezif. Radioaktivitaten in Klammern): [b] [Methyl-'HI-1 (762 Bq/nmol), 
[c] [Methyl-'HI-I-bP (162 Bq/nmol, 10 mg Protein), [d] [MethylL'HHJ-Faktor 
Ill [4c] (303 Bq/nmol), [el = nicht markiertes [d]. [fl Durch in-vitro-Biosynthese 
aus 5-Amino-lavulinat + S-Adenosyl-~-[methyl-'H,lmethionin. [g] Bei samtli- 
chen Inkubationen wird 2 aus endogenen Vorstufen der Enzympraparation 
gebildet. [h] Basieren auf radiochemischen Ausbeuten der Substrat/Produkt- 
umwandlung. [i] Ohne Enzym inkubiert, demonstriert chemische Cobalt-Incor- 
poration in 1;  zur Isolierung wurde mit 2 ,,getragert". 

mengefaDten Befunde sind eindeutig und bestatigen Folge- 
rungen aus Experimenten rnit nicht markiertem semisynthe- 
tischem 1 ['I. 1 und 1-bP werden von den 2 synthetisierenden 
Enzympraparationen nicht verwertet, es sind vielmehr Inhi- 
bitoren bei der Bildung von 2, wobei die zum Pracorrin 3 
fiihrenden Schritte nicht gehemmt werden. Zusatzliche 
Experimente zeigten, da5 das C38-Mono- und C27,C38- 
Diamid von 1 sowie das Ni"-Analogon von 21g1 die 2-Bil- 
dung nicht hemmen. Diese Befunde vermitteln einen ersten 
Einblick in das molekulare Geschehen der Hemmung, von 
deren Aufklarung Informationen zur Biosynthese von 2 er- 
wartet werden. Man ist insbesondere gespannt, ob das 1- 
bindende Protein bP bei der Bildung von 2 eine Rolle spielt, 
und falls ja, welche. 

Eingegangen am 22. Marz 1990 [Z 38681 
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Sattigung. c) Vier Chromatographieschritte und Reihenfolge der ange- 
wendeten Systeme, Puffer: 10 mM Tris/HCl, pH 7.7: l .)  Ultrogel AcA 54 
(50 x 2.5 an). 2.) DEAE Trisacryl M, 0 - 0.2 M KCI. 3.) Bio-Gel HPHT, 
0.15 M Kaliumphosphat, pH 7.7. 4.) FPLC Mono Q HR 5 / 5 ,  0-0.25 M 
NaCI. Ausbeute: 2.5 mg 1-bP. 
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Schema 1 erfolgte in Anlehnung an NMR-spektroskopische Studien [lo]. 
Die Numerierung des tetrapyrrolischen Liganden entspricht der iiblichen, 
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von Uroporphyrinogen Ill mitsamt der C2O-Methylgruppe von Pracorrin 
3 bei der Corrinringbildung eleminiert wird[7,8]. Die mit 20 in Schema 1 
hezifferte Methylgruppe an C1 ist jedenfalls durch S-Adenosyl-L-methio- 
nin wahrend des Methylierungsprozesses eingefiihrt worden. 
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CsNa,(OH), * 6H,O: Strukturelle Differenzierung 
im Hydrat eines ternaren Alkalimetallhydroxids ** 
Von Dietrich Mootz* und Heinz Riitter 

Professor Dietrich Babel zum 60. Geburtstag gewidmet 

Die Strukturen der meisten Hydrate von Hydroxiden der 
leichteren Alkalimetalle sind schon vor einer Reihe von Jah- 
ren bestimmt worden['. 'I. In jiingerer Zeit wurden auch ent- 
sprechende Verbindungen der schweren Alkalimetalle 13] so- 
wie wasserfreie ternare Alkalimetallhydroxide[41 strukturell 
charakterisiert. Hydrate ternarer Alkalimetallhydroxide sind 
dagegen unseres Wissens noch nicht Gegenstand einer Struk- 
turanalyse gewesen. In der Literatur wird nur eine derartige 
Phase erwahnt, welcher die Zusammensetzung CsOH . 
2NaOH .4H,O zugeschrieben wurde [51. Die Kristallstruk- 
turanalyse[61 ergibt nun eindeutig, dafj es sich bei dieser bei 
46.5 "C kongruent schmelzenden Verbindung um ein Hexa- 
hydrat handelt, das durch Differenzierung sowohl zwischen 
den verschieden grofjen Kationen als auch zwischen den 
H,O-Molekiilen und OHe-Ionen['] in charakteristischer 
Weise gepragt ist. 

In kristallinem CsNa,(OH), . 6H,O sind die Na"-Ionen 
verzerrt oktaedrisch von den sechs H,O-Molekulen koordi- 
niert (Na-0-Abstande zwischen 2.275(3) und 2.688(3) A). 

[*I Prof. Dr. D. Mootz, Dip1.-Chem. H. Riitter 
Institut fur Anorganische Chemie und Strukturchemie der Universitat 
Universitatsstrak 1, D-4000 Diisseldorf 

[**I Diese Arbeit wurde vom Minister fur Wissenschaft und Forschung des 
Landes Nordrhein-Westfalen, dem Fonds der Chemischen Industrie und 
der Dr.-Jost-Henkel-Stiftung gefordert. Sie ist ein Teil der geplanten Dis- 
sertation von H. Riitter. Universitat Diisseldorf. 

Die Oktaeder sind iiber gemeinsame Flachen zu SIulen pa- 
rallel zur kristallographischen b-Achse verknupft. Diese sind 
nach dem Muster einer dichtesten Packung zylindrischer 
StabeE8] angeordnet und uber ein komplexes System von 
Wasserstoffbriicken mit den H,O-Molekiilen als zweifachen 
Protonendonatoren und den OHe-Ionen als vierfachen Pro- 
tonenacceptoren miteinander verbunden (0 ... 0-Abstande 
zwischen 2.633(4) und 2.798(4) A). Jedes OHe-Ion iiber- 
bruckt dabei zwei Oktaederkanten in benachbarten Saulen. 
Jede Saule umschlieBt mit je zwei weiteren und den einbezo- 
genen OHQ-Ionen in pseudo-trigonaler Anordnung insge- 
samt drei kleine und drei groBe Hohlrlume, von denen der 
letztgenannte Typ in Abbildung 1 hervorgehoben ist. In die 

Abb 1 Zentralprojektion der Struktur von CsNa,(OH), 6 H 2 0  gegen cfie b- 
Achse (ORTEP [lo], Schwingungselhpsoide m t  25 % Aufenthaltswahrschein- 
lichkat Ellipsoide ohne Aquatoren. OHe-Ionen, Ellipsoid nut Aquatoren. 
Cs@-Ion, dickere Linien Wasserstoffbnicken) Dargestellt sind die pseudo- 
tngonale Anordnung dreier Saulen der flachenverknupften Na(H,O),-Okta- 
eder und die durch ihre Verbindung uber &e OHe-Ionen gebildeten, dre Cs"- 
Ionen enthaltenden grokn Hohlraume Zur Komplettmung der drei khnen 
Hohlraume 1st je eine weitere - nicht abgebildete - Saule hnzuzunehmen 

kleinen Hohlraume ragen wahrscheinlich die H-Atome der 
OHQ-Ionen, die in ubereinstimmung mit der alIgemein ge- 
ringen Protonendonatorstarke des OHe-Ions hier nicht an 
Wasserstoffbriicken beteiligt sind['I. Die grokn Hohlraume 
schliekn die Cse-Ionen ein und kijnnen als langs der 
pseudo-dreizahligen Achse gestauchte Kuboktaeder aus 
neun H,O-Molekiilen und den drei OHQ-Gruppen betrach- 
tet werden (Abb. 2). Die zwolf Cs-0-Abstande in dieser 
Koordination betragen 3.287(3) bis 3.981(3) A; der nachst- 
Iangere folgt aber bereits bei 4.113(3) A. 

Abh 2 Stereobild zweier langs der pseudo-dreizahhgen Achse aufeinanderfol- 
gender Koordinationspolyeder (Kuboktaeder) um die Cs"-Ionen (dskere 
Linien Wasserstoffbrucken) Weitere Erlauterungen siehe Abbildung 1 
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