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Wie die Natur Vitamin BIZ synthetisiert - ein oberblick 
iiber die letzten vier Milliarden Jahre ** 

Von A. Ian Scott" 

Diese ubersicht stellt neuere experimentelle Ergebnisse der Erforschung der unendlichen 
Geschichte der Vitamin-B, ,-Biosynthese vor, wobei hauptsachlich auf Arbeiten aus der Ar- 
beitsgruppe des Autors zuruckgegriffen wird. Daruber hinaus gibt sie einen personlichen 
Ausblick auf die Zukunft der Naturstoff-Biosyntheseforschung. Von zentraler Bedeutung ist 
mittlerweile die leistungsfahige Kombination von molekularbiologischen und modernsten 
spektroskopischen Techniken. Jene dienen der Suche nach und der Expression von Genen, die 
fur die Enzyme der Biosynthese codieren, diese machen die biochemischen Vorgange im 
NMR-Rohrchen direkt beobachtbar. Als logische Weiterentwicklung dieser Ansatze wird die 
Durchfiihrbarkeit der Eintopf-Multienzymsynthese von Naturstoffen vorgestellt. Dank der 
Entwicklung und Nutzung von Klonierungstechniken und der daraus resultierenden Verfiig- 
barkeit von Enzymen fur die C-C-Verkniipfung hat sich ein grundlegender Wandel im 
,,Handwerkszeug" des Bioorganikers vollzogen. Gleichneitig seien aber auch die Organiker 
angesprochen, die sich diesen technischen Fortschritt zunutze machen wollen. Ihnen wird sich 
eine neue Welt naturlicher Katalysatoren erschlieoen, die Synthesen mit hohen Ausbeuten bei 
einem oftmals uberraschenden, aber durchaus willkommenen Mange1 an Substratspezifitat 
versprechen. Und schlieDlich hoffen wir, unsere Begeisterung fur diese modernen Methoden 
weiterzugeben, mit denen heutige wie auch kunftige Generationen von Chemikern die Syn- 
thesewege der Natur nu komplexen Naturstoffen erforschen konnen. 

1. Einleitung : die friihen Experimente 

,,it is a tangled skein and I am looking for a loose end. '' 
,,The Creeping Man'''***1 

Seit Shemin et al.['] and Neuberger et a1.I2] in den vierziger 
und funfziger Jahren ihre niittlerweile klassischen Untersu- 
chungen zur Biosynthese des Hams begannen, sind die Bio- 

[*I Prof. A. I. Scott 
Department of Chemistry, Texas A& M Ulliversity 
College Station, TX 77843-3255 (USA) 
Telefax: Int. + 409/845-5992 

[**I Nach einem Vortrag bei der 27. Euchem-Konferenz iiber Stereochemk, 
Burgenstock (Schweiz), 26. April-4. Mai 1992. Eine ausfuhrlichere 
ubersicht zu diesem Forschungsgebiet findet sich in dem Beitrag 
,,Genetically Engineered Synthesis of Complex Natural Products" (A. I. 
Scott, Tetrahedron 1992, 48, 2559). 

I***] Die irn Text aufgefuhrten Sherlock-Holmes-Zitate entstammen den Wer- 
ken von Sir Arthur Conan Doyle (1859-1930). 

chemiker von den komplexen Mechanismen fasziniert, die 
der Biosynthese der Tetrapyrrol-Cofaktoren zugrundeliegen 
(Abb. 1). Diese ermoglichen so unterschiedliche Prozesse wie 
die Atmung (Ham), die Photosynthese (Chlorophyll), die 
Methanogenese (Coenzym F430), die Sechs-Elektronen-Sul- 
fit- und -Writ-Reduktion (Siroham) sowie die Vitamin- 
funktion [B,, und sein Coenzym - die Corrinoide). 

Damals konnte Shemin nach Einnahme von ['5N]Glycin 
im Selbstversuch zeigen, daB seine Ham-Stickstoffatome 
durch diese Aminosaure markiert worden waren[']. In diesen 
und anderen wegweisenden Untersuchungen mit [14C]-Mar- 
kierung und chemischem AbbauI3] lieD sich durch sorgfaltige 
Experimente zeigen, daO 5-Aminolavulinsaure (ALA), der 
Grundbaustein fur Porphyrine und Vitamin BIZ, in Saugern 
aus Glycin und Succinyl-CoA gebildet wird. Unsere eigenen 
Arbeiten auf diesem Gebiet begannen vor rund 25 Jahren, 
als wir * 'C-angereicherte Vorstufen an game Zellen von Pro- 
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Abb. I .  Oben: Die von Uroporphyrinogen 
(Uro'gen) 111 abgeleiteten Cofaktoren. Unten: Die 

F'yrmcorphin Comn Chromophore der makrocyclischen Tetrapyrrole. 

A. Ian Scott wurde 1928 in Glasgow, Schottland, geboren. Von der Universitiit Glasgow erhielt 
er die akademischen Grade eines BSc.,  Ph.D. und D.Sc. Nach Postdoktorandenaufenthalten bei 
M. S. Newman (Ohio State University) und Sir Derek Barton (Birkbeck College und Glasgowj 
sowie einer Dozentur an der Universitat Glasgow (1957-62) hatte er Lehrstiihle fur Organische 
Chemie an den Universitaten Vancouver, Sussex und Yale inne. 1977 wechselte er zur Texas 
A & M University, wo er hezrte ,,Davidson Professor oj'Science" und Direktor des Zentrums fur  
Bio-Ai-MR-Spektroskopie ist. Seine Forschungsinteressen konzentrieren sick uuf die Schnitt- 
stellen von Organischer Chemie, NMR-Spektroskopie und ,,Genetic Engineering" von Natur- 
stoff Biosynthesen. Stabile Isotope, Enzymologie und Genexpression werden dazu verwendet, um 
die Mechanismen und das Synthesepotential von Enzymen zu erjorschen, die die Biosynthese von 
Alkaloiden, Antibiotica, Vitaminen und Steroiden bewirken. Seine Arheiten wurden durch zahl- 
reiche Preise ausgezeichnet, darunter kiirzlich durch den A. C. Cope Scholar Award der Ameri- 
can Chemical Society. Er ist Fellow der Royal Societies von London und Edinburgh sowie der 
Europiiischen Akademie der Kunst und Wissenschaft, Mitglied der Wissenschaftlichen Akademie 
zu Siena und Griindungsmitgiied der Sherlock Holmes Society von Yale, 

1282 Angew. Chem. 1993,105, 1281-1302 



pionibacterium shermanii verfiitterten. Wir konnten seiner- 
zeit durch NMR-Spektroskopie nachweisen, da13 die &- 
Biosynthese rnit ALA beginnt und iiber Porphobilinogen 
(PBG) zum unsymmetrischen Uroporphyrinogen (Uro'gen) 
verlauft - ein Weg, der allcn in Abbildung 1 dargestellten 
Cofaktoren gemeinsam ist -, bevor die chirale Welt der Cor- 
rine betreten wird, deren stereochemische Komplexitat 
hauptsachlich durch die C-Methylierung der pyrrolischen 
Ringe durch S-Adenosylmethionin (SAM) verursacht 
wirdr4]. In den folgenden zehn Jahren gelang (zusammen rnit 
L. Siege1 und G. Muller) durch Verwendung zellfreier Syste- 
me von P. shermanii und Clostridium tetanomorphum auf 
dem Weg zu den Corrinen die Isolierung von zwei partiell 
methylierten Zwischenstufen, den Faktoren I1 und 111 14]. 

Wir wissen heute, daD diese oxidierten Pigmente oder 
,,Faktoren" auf der Stufe des Hexahydroporphyrins durch 
die Biosynthesemaschinerie geschleust werden. Obwohl die 
stabilen Isobakteriochlorin-Strukturen der Faktoren I1 und 
I11 hinreichend durch 3C-NMR-Spektroskopie an Submil- 
ligramm-Mengen aufgeklart wurdenr4I, handelt es sich bei 
den wahren Substraten fur die Methyltransferasen der Bio- 
synthese um ihre reduzierten (und sehr vie1 empfindlicheren) 
Formen, die Pracorrine 1-3 (Abb. 2)[5a]. Diese Ubersicht 

A P 

A A 

Uro I11 

)I 

i P 

Faktor I 

(axialen) Liganden ist die Cyanidgruppe vermutlich zuerst 
als Artefakt bei der ursprunglichen Isolierung von B,, einge- 
fiihrt worden, was wohl auf die cyanidhaltige Tierkohle, die 
bei der Reinigung verwendet wurde, zuruckgefuhrt werden 
kann bl.  

1.1. Datierung des BIZ-Weges 
und einige medizinische Hinweise 

Auf dem gesamten Weg von ALA bis zur corrinoiden BIZ- 
Struktur gibt es anscheinend keinen formalen Wechsel der 
Oxidationsstufe. Zusammen mit der Phylogenese der BIZ- 
produzierenden Organismen[61 und Eschenmosers bemer- 
kenswerter Simulation der prabiotischen Uro'gen-III-Syn- 
these aus Gl~tamindinitril~'' deutet diese Tatsache darauf 
hin, daD nicht nur der Vorlaufer fur das Typ-III-Porphyrino- 
gen, sondern auch der fur das prabiotische Corrintemplat, 
das an den Positionen biologischer C-Methylierung Proto- 
nen tragt, leicht vorstellbar ist. Die primitiven anaeroben 
methanogenen Bakterien, die B, 2 ,  nicht aber Ham produzie- 
ren, existierten schon vor ungefahr 3.79 x lo9 Jahren[*]. Da- 
gegen wurde die Sauerstoffregulierung durch die Pigmente 

Faktor I1 

ll 
Faktor I11 

l l  
A P P - - - Vitamin B,, 

A A A 

P P P P 

Uro'gen I11 Pracorrin 1 Pracorrin 2 Pracorrin 3 
Ahh. 2. Die Pracorrine 1-3 und die entsprechenden oxidierten ,,Faktoren" 1-111. 

wird sich hauptsachlich rnit den heutigen Kenntnissen iiber 
die Enzyme der Biosynthese befassen, die in nicht weniger als 
zwanzig Stufen in mechanistisch komplexer Weise Corrin 
aus ALA erzeugen. Nicht behandelt werden hier diejenigen 
Schritte, die das einfachste Corrin, die Cobyrinsaure, in 
Cyanocobalamin (Vitamin BIZ) umwandeln, was durch 
Amidierung und Anknupfung der ,,Nucleotidschleife" ge- 
schieht, deren Aminoisopropylalkohol-, Phosphat-, Ribose- 
und Dimethylbenzimidazol-Einheiten aus Threonin, Gu- 
anosintriphosphat, Ribose bzw. Riboflavin aufgebaut sind. 
Anstelle der Cyanidfunktion im Cyanocobalamin tragt das 
physiologisch aktive Coenzym B,, eine 5-Desoxyadenosyl- 
gruppe. Aufgrund der leichten Austauschbarkeit des 6. 

der Atmung (Ham) und die oxygene Photosynthese (Chloro- 
phyll) erst notwendig, als vor ungefiihr 1.7 Milliarden Jahren 
geniigend Sauerstoff in der Erdatmosphare vorhanden 
warc6, 'I. Die alten Organismen hatten also, lange bevor die 
oxidierten Pigmente (Hame, Cytochrome) benotigt wurden, 
gelernt, Corrine aus Uro'gen Typ TI1 zu synthetisieren und 
Methan rnit Hilfe von Coenzym F430 zu produzierenL6]. Der 
Cobaltcorrin-Komplex war zusammen rnit dem nickelhalti- 
gen Coenzym F430, mit dem er das Pracorrin 2 a h  Vorstufe 
teilt, sicherlich der friiheste metallorganische Cofaktor, auch 
wenn er stereochemisch wesentlich komplexer ist als das pla- 
nare Ham. Wahrend man die primitive, durch F430 vermit- 
telte Methanogenese versteht, ist die Funktion der friihen 
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Corrine nicht so leicht zu erschlieflen. Denkbar sind etwa der 
Methyltransfer vom Methylcobalamin hin zu einer Cobal- 
amin-abhangigen Methionin-Synthese['] oder auch die 
Carboxylierung des Methylcobalamins unter Bildung von 
Acetat["']. Was auch immer dic biologische Funktion von 
Corrinen in Archaebakterien gewesen sein mag, ihre an- 
schlieRende Evolution und Selektion zu einem funktionellen 
Coenzym hat die modernen Organismen einschlieRlich den 
Menschen mit einer ganzen Reihe von auljergewohnlichen 
Coenzym-B, ,-vermittelten 1,2-Verschiebungen ausgestattet, 
ganz zu schweigen von der Ribonucleotid-Reduktase. Alle 
diese Reaktionen beruhen auf der homolytischen Spaltung 
der einzigartigen, in einer wasserloslichen Struktur eingebet- 
teten Cobalt-Kohlenstoff-Bindung, die das unverwechselba- 
re Kennzeichen aller Coenzym-B ,,-abhingigen Umlagerun- 
gen ist["]. Wie wir noch zeigen werden, ist diese 
Evolutionshierarchie deshalb besonders interessant, weil uns 
die aus Uro'gen-Typ-111-abgeleiteten Pigmente uberall be- 
gegnen, bis hin zum heutigen Menschen, der die vier fur die 
Synthese von Uro'gen I11 erforderlichen Gene hemA-D be- 
notigt, um das Ham fur sein Hamoglobin herzustellen. Er- 
ganzend sei an dieser Stelle eine historische Bemerkung er- 
laubt : Die akute intermittierende Porphyrie wird durch das 
Fehlen des hemC-Gens hervorgerufen, das fur Porphobilino- 
gen (PBG)-Desaminase, das polymerisierende Enzym der 
Tetrapyrrol-Biosynthese, codiert. Dieser ererbte Defekt (und 
das damit verbundene geistesgestorte Verhalten) gilt nicht 
nur als Ursache fur den ,,Koniglichen Wahnsinn" (Royal 
Madness) im Hause Hannover, als dessen beriihmtestes Op- 
fer Georg 111. bekannt ist"'], sondern wurde j i i n g ~ t [ ' ~ ~  auch 
mit dem tragischen Leben Vincent van Goghs in Zusammen- 
hang gebracht. 

2. Die Enzyme fur den Aufbau des 
Tetrapyrrol-Geriists sind hemA - D-codiert 

,,When a fact appears to be opposed 
to a long chain of deductions 

it invariably proves to be capable of bearing 
some other interpretation.,, 

,,A Study in Scarlet" 

2.1. Die Synthese von ALA: auf zwei Wegen 
zu einem einfachen Molekul 

Die Struktur des C,-Bausteins ALA birgt hinsichtlich sei- 
nes genetischen Ursprungs eine Dualitat in sich. Zum einen 

a) 

+ C o A - S p C o 2 H  ALA-Synthase 
L 

0 NH2 

Glycin Succinyl-CoA 

zYco2H 
b) 0 0 

gibt es die von Shemin entdeckte ALA-Synthase, die die 
durch Pyridoxalphosphat vermittelte decarboxylierende 
Kondensation von Glycin und Succinyl-CoA bewirkt 
(Abb. 3 a). Zum anderen gibt es - in Escherichia coli - auch 
einen einfacheren Weg, der durch die Reduktion von Ghta-  
myl-tRNA zu Glutamatsemialdehyd (GSA) (Abb. 3 b) mit 
einer hemA-codierten Dehydrogenase gekennzeichnet ist. 
Danach folgt eine bemerkenswerte intramolekulare Trans- 
position der Amin- und Carbonylfunktionalitat von GSA zu 
ALA, die von hemL kontrolliert wird. Dieser sogenannte 
,,C,-Weg" wurde zuerst in Pflanzen entdeckt, die kein B,, 
pr~duzieren['~]. Mittlerweile weil3 man daD dieser 
Biosynthescweg von vielen B,,-produnerenden Organis- 
men, z.B. Salmonella und Clostridium thermoaceticum['51, 
beschritten wird. Die klassische Shemin-Sequenz['.31 hin- 
gegen ist wahrscheinlich auf photosynthetisierende Bakte- 
rien, Hefen und Sauger beschrankt. 

Unabhangig vom Ursprung der ALA schlieot sich im 
nachsten Schritt die dehydratisierende Selbstkondensation 
von ALA zu PBG an. Diese Umsetzung wird durch das 
hemB-codierte Enzym ALA-Dehydratase katalysiert. Uber- 
expression der Dehydratase['6, (bis zu 40 mg L- ' in gen- 
technisch veranderten Zellen von E. coli) und ihre Immobili- 
sierung auf Sepharose ermoglichen nun die einfache 
Darstellung unterschiedlich 3C-markierter Formen von 
PBG, die man fur die zahlreichen Studien an I3C-angerei- 
cherten spateren Zwischenstufen hoherer Komplexitat beno- 
tigt. Setzt man die leicht zugangliche 5-Aminolavulinsaure 
als Substrat ein, ist die ALA-Dehydratase gleichzeitig das 
erste Enzym im Arsenal der Katalysatoren fur die Multien- 
zymsynt hese. 

2.2. Die Porphobilinogen-Desaminase : ein Enzym 
mit vielen Uberraschungen 

Das nachste, von hemC-codierte Enzym ist die PBG-Des- 
aminase. Sie katalysiert die Tetramerisierung von PBG 1 zu 
Prauro'gen (Hydroxymethylbilan, HMB) Zrl', ''I, das an- 
schlieI3end durch Uro'gen-III-Synthase[1g-2'1 (Abb. 4) un- 
ter Umlagerung zum unsymmetrischen Uro'gen 111 3 cycli- 
siert wird. In Abwesenheit der Uro'gen-111-Synthase 
dehydratisiert HMB 2 spontan zu Uro'gen I 4. Obwohl es 
sich dabei genau genommen nicht um einen Naturstoffhan- 
delt, hat sich Uro'gen I als Substrat fur einige Methyltransfe- 
rasen der Vitamin-B,,-Biosynthese herausgestellt. 

Es gelang uns, ein Plasmid, pBG 101, zu konstruieren, das 
das fur Desaminase codierende hemC-Gen von E. coli ent- 

+Co2H NADPH hemA H+Co2H N H l  
t R N A - 0  

NH2 
Glutamyl-tRNA 1-Glutamat-sernialdehyd 

( G W  

Abb. 3. Die beiden Mechanismen der 
ALA-Synthese: a) Der ,,Shemin-Weg" 
und b) der ,,C,-Weg". 
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Abb. 4. Die ,,friihen" Vorstufen van Vitamin B,, . Van ALA LU Pracorrin 3. A = CH,COOH, P = CH,CH,COOH. 

haltrzz, 2 3 1 ,  Mit diesem Plasmid transformierte E. coli(TB 1)- 
Zellen produzieren mehr als 200mal soviel Desaminase wie 
der Wildtyp[23] (30-40 mgL-I). Damit ist der Zugang zu 
substantiellen Mengen reinen Enzyms fur griindliche Unter- 
suchungen zum Mechanismus der Katalyse sowie fur die 
Darstellung spaterer Zwischenstufen gewahrleistet. Desami- 
nase lal3t sich aul3ergewohnlich gut untersuchen, weil zwi- 
schen diesem Enzym und jedem weiteren von aul3en zuge- 
fuhrten Substratmolekiil eine kovalente Bindung gekniipft 
~ i r d [ ~ ~ - ~ " ] .  Dadurch wird die Isolierung der Enzym-Sub- 
strat-Komplexe ermoglicht, die bis zu drei PBG-Einheiten 
(E-S, -E-S,) enthalten. Mit geeigneter Desaminase konnte 
gezeigt werden, daI3 an einen der vier Cysteinreste des En- 
zyms (Cys 242) ein neuer Cofaktor kovalent gebunden ist. 
Dieser hat die Struktur eines aus dem Substrat herruhren- 
den Dipyrromethans, an dessen freie a-Position wahrend 
des Katalysecyclus vier PBG-Molekiile geknupft werden 
(Abb. 5 und 6). 

In Gegenwart von [5-I3C]ALA ergab eine E. coli-Mutante 
(hemA-), deren Wachstum ALA-abhangig ist, hoch 3C-an- 
gereichertes Enzym fur anschliel3ende NMR-Untersuchun- 
gen. Bei pH 8 konnte man die Signale fur die angereicherten 
Kohlenstoffatome des Dipyrromethan-Cofaktors bei 6 = 
24.0 by-CH,-py), 26.7 by-CH,-X), 118.3 (a-freies Pyrrol) 
und 129.7 (a-substituiertes Pyrrol) eindeutig erkennen 
(Abb. 5A). Bei pH 12 ist die Form der Signale scharfer 
(Abb. 5 B), und die Resonanz der CH,-X-Gruppe ist im ent- 
falteten Enzym zu 6 = 29.7 verschoben. Aus dem Vergleich 
mit synthetischen Modellverbindungen geht hervor, daI3 eine 
chemische Verschiebung von 6 = 26.7 in dem Bereich liegt, 
den man fur eine r-Thiomethylpyrrolgruppe (py-CH,-SR) 
erwartet. Die Bestatigung dafur, daI3 hier tatsachlich ein Di- 
pyrromethan, und nicht etwa ein Oligopyrromethan vor- 
liegt, lieferte schlieI3lich das bei pH 12 aufgenommene I3C- 

INADEQUATE-NMR-Spektrum, das die envartete Kopp- 
lung lediglich zwischen der py-CH,-py-Gruppe (6 = 24.7) 
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und dem benachbarten substituierten pyrrolischen C-Atom 
(6 =128.5) zeigt (Abb. 5C  und Abb. 6). Die Untersuchung 
der angereicherten Desaminase mit Hilfe der 'H-Heteronu- 
clear-Mehrfachquanten-Koharenzspektroskopie (Abb. 5 D) 
zeigt, daD in Ubereinstimmung rnit Struktur 5 (Abb. 5 oben) 
lediglich funf Protonen (von insgesamt fast ZOOO!) mit * 3C- 
angereicherten Kernen verknupft waren. Anschlierjend wur- 
de eine Desaminaseprobe kovalent rnit dem Suizid-Inhbitor 
[2,11 -'3C,]2-Brom-PBG 8 (Abb. 6) inhibiert. Das resultie- 
rende Spektrum ist lediglich rnit Struktur 9 konsistent; 9 
konnte kurzlich auch durch Elektrospray-Massenspektro- 
metrie ( M ,  = 34559) charakterisiert ~ e r d e n ' ~ ' ~ ] .  Es ist also 
das freie a-pyrrolische C-Atom des Dipyrromethan-Cofak- 
tors im nativen Enzym, das kovalent rnit dem Substrat (oder 
dem Inhibitor) verknupft wird. Daraus ergibt sich der in 
Abbildung 6 dargestellte Vorschlag zu Struktur und Wir- 
kungsweise der Desaminase. 

In wciteren Untersuchungen fand man, daB zwei Mol- 
aquivalente PBG autokatalytisch in das Apoenzym einge- 
baut werden. Letzteres isolierte man durch Uberexpression 
in einem hemB--Stamm von E.  coli, der selbst kein PBG 
produziert["l. Beim ersten (kinetischen) Zusammentreffen 
von PBG-Desaminase und Substrat kommt es dann unter 
Austritt von Ammoniak zur Ankniipfung von PBG an die 
freie a-pyrrolische Position des Dipyrromethans. Auf diese 
Weise wird der E-S,-Komplex 7 gebildet (Abb. 6jL2', 3"a1. 

Dieser Vorgang wiederholt sich, und es entsteht das instabile 
,,Tetra-PBG"-Addukt 10 (E-S,), das vor kurzem durch Elek- 
trospray-Massenspektrometrie nachgewiesen wurde ( M ,  = 

35 107)[30b1. Durch ortsspezifische Spaltung der Hexapyrrol- 
Kette (an ---+, siehe Abb. 6) kommt es zur Freisetzung des 
Azafulvens 11, das nach stereospezifscher Hydratisie- 
rung["' zu HMB 2 zum Substrat fur die Uro'gen-III-Syn- 
thase wird. Wahrend das Bilan 2 bei pH 12 stabil ist, cycli- 
siert es bei pH-Werten 1 8  auf chemischem Wege zu 
Uro'gen I 4 (Abb. 4). Zu denselben Ergebnissen bezuglich 
des aktiven Zentrums kamen in unabhangigen, erganzenden 
Studien 1987/1988 zwei andere Arbeitsgruppen["- 321. 

Durch I3C-Markierung la& sich die Anzahl der PBG-Mole- 
kule (zwei) bestimmen, die bei pH 8 in Art einer Kopf- 
Schwanz-Verknupfung rnit dem nativen Enzym verkniipft 
sind. Weiterhin laDt sich nachweisen, daD es sich bei der 
nucleophilen Gruppe, die das Dipyrromethan (und damit 
auch die wachsende Oligopyrrol-Kette) im Enzym veran- 
kert, um eine Cys-SH-Gruppe handelt. Mit Hilfe orts- 
spezifischer M ~ t a g e n e s e ~ ~ ~ ]  und chemischer Spal t~ng[~ ' .  
wurde Cys 242 als Anknupfungspunkt fur den Cofaktor 
identifiziert. 

Abb. 5. Hochfeld-NMR-Spektren von PBG-Desaminase aus E. coli (ca. 1 mM) 

rnit spezifisch aus [5-I3C]ALA 6 angereichertem Dipyrromethan-Cofaktor. A) 
125 MHz-' 3C-NMR-Differenzspektrum zwischen unterschiedlichen, in Gegen- 
wart oder Abwesenheit von [5-I3CjALA 6 gewachsenen Proben von Desamina- 
se (pH 8), das die vier Signale der aus ALA entstammenden "C-angereicherten 
Kohlcnstoffatome zeigt. B) Differenzspekirum gleicher Proben, aufgenom- 
men hei pH 12. Durch Denaturierung im Alkalischen findet sich das dem Thio- 
methyl-Kohlenstoffatom zugeordnete Signal zu 6 = 29.7 tieffeldverschoben; 
dies steht in euter Uhereinstimmung rnit einem Thiomethvlnvrrol-Koniueat- 

I .. .. u 
Modell. C) "C-INADEQUATE-NMR-Spektrum (pH 12) von aus [5-'%]ALA 6 erhaltener Desakinase, das die Kopplu& zweier henachbarter Kohlenstoffatome 
zeigt und so die Kopf-Schwanr-Struktur des Dipyrromethans bestitigt. D) 300 MHz-'H-Heteronuclear-Mehrfachquanten-Koharenzspektrum (pH 12) von biosynthe- 
tisch angereicherter Desaminase (2 m ~ ) .  Es weist drei Signalpaare auf, die nur den Protonen entsprechen, die direkt mit den "C-Atomen verkniipft sind, welche 
ihrerjeits aur [J-13C]ALA 6 stammen. Die beobachteten Antiphasenaufspaltungen entsprechen dabei einer 'H-' 'C-Kopplung iiber eine Bindung. E) Das normale 
'H-NMR-Spektrum derselben Probe illustriert den Selektivitatsgewinn. der durch Verwendung der Pulssequenz in Spektrum (D) erreicht wird. Uher den Speklren ist 
die Struktur der Dipyrromethan-Cofaktors 5 gezeigt; seine 'H- und '3C'-NMR-chemischen Verschiebungcn sowie die Kopplungskonstanten bei pH 12 sind angegeben. 
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Abb. 6. Der aukrgewohnliche Dipyrromethan-Cofaktor der Pm-Desdminase, der kovalent rnit Cys 242 des Enzyms verkniipft ist, 
und seine Rolle beim Aufbau des Tetrapyrrols; im unteren Teil sind der ,,Spiro-Mechanismus" sowie die Wirkungweise der 
Uro'gen-111-Synthase (Cosynthetase) gezeigt. 

DalJ das a-Kohlenstoffatom eines Dipyrromethans aIs nu- 
cleophiles Zentrum benutzt wird, das die Oligomerisierung 
von vier Molaquivalenten PBG (unter gleichzeitigem NH,- 
Verlust bei jeder sukzessiven Reaktion mit einem a-freien 
Pyrrol) ermoglicht, ist nicht nur wegen der damit verbunde- 
nen auBerordentIichen Spezifitat und Kontrolle bemerkens- 
wert. Unseres Wissens handelt es sich dabei um einen in den 
Annalen der Enzymologie einzigartigen ProzeD, da das Sub- 
strat tatsichlich nicht nur ein-, sondern zweimal bei der Ent- 
stehung des Cofaktors des aktiven Zentrums venvendet 
wird. Noch bemerkenswerter aber ist, daD das Apoenzym 
ganz automatisch, ohne Beteiligung eines anderen Enzyms 
nur durch Zugabe von me i  PBG-Einheiten in das aktive 
Holoenzym umgewandelt wird. 

2.3. Uro'gen-111-Synthase: molekulare Akrobatik 
bei der Inversion des D-Rings 

Wir kommen nun kurz auf die Uro'gen-111-Synthase, das 
Enzym der Umlagerung, zu sprechen. Friihe Ideen von Bo- 

gorad et denen zufolge das Aminomethylbilan 
(AMB) 12 als mutmal3liches Substrat galt, trugen dazu bei, 
daR die Struktur dieser schwer faRbaren Spezies, die nach 
Synthese durch PBG-Desaminase zum Substrat fur die 
Uro'gen-111-Synthase wird, schlieDlich aufgeklart werden 
konnte. Dabei handelte es sich um HMB 2. Zu diesem Zeit- 
punkt (1978) wurde deutlich, daI3 AMB 12 aufgrund seiner 
fehlenden Aktivitat als Substrat nicht mehr und nicht weni- 
ger als ein interessantes Artefakt war, das durch Zugabe von 
Ammoniak zu Inkubationen von Desaminase quantitativ 
gebildet wurde (Abb. 6). Als durch gemeinsame Klonierung 
der Gene hemC und hemD und ihre Uberexpression in E. coli 
reine Uro'gen-111-Synthase in substantiellen, d. h. um einige 
hundertmal grooeren Mengen als in anderen Arbeiten be- 
~chrieben'~~"],  zuganglich wurde, konnte die Substratspeiifi- 
tat der Synthase ~ friiher als Cosynthetase bezeichnet - er- 
neut untersucht werden. Seit ihrer Konzeption durch 
Mathewson und Corwin im Jahre 1961["'] haben die Orga- 
niker eine besondere Vorliebe fur die Spiro-Verbindung 13 
entwickelt (Abb. 6). Das liegt sicherlich daran. daR sowohl 
ihre Entstehung durch a-pyrrolische Reaktivitat als auch ihre 
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Fragmentierung-Rekombindtion die erstaunliche intramole- 
kulare Bildung von Uro'gen 111 aus dem linearen Bilan Pra- 
uro'gen (HMB) 2 unter Inversion des D-Ringes zu erklaren 
vermag. Bei Temperaturen unter 0 "C wurde in einem Kryo- 
solvens (- 24 "C; Ethylenglykol/Puffer) unter Verwendung 
verschiedener '3C-Isotopomere von HMB als Substrat ein- 
gehend nach der Spiro-Verbindung 13 g e s ~ c h t [ ~ ~ ] .  Obwohl 
auf diese Weise die Reaktion der Synthase verlangsamt wer- 
den konnte (Beendigung der Reaktion nach 20 h statt nach 
20 s), lieBen sich keine Signale beobachten, die man dem 
quartaren Kohlenstoffatom (in 13 rnit einem Sternchen mar- 
kiert; 6 x 80) oder den a-pyrrolischen Methylengruppen 
(schwarze Dreiecke; 6 = 35-40) hatte zuordnen konnen. Es 
wurde auch gefunden, da0 totalsynthetisch hergestelltes, 
d. h. nicht rnit Desaminase - die die Umwandlung von AMB 
zu HMB katalysieren kann - veunreinigtes AMB 12 bei ho- 
hen Konzentrationen (je 1 mmol an Enzym und Substrat) 
ein m a r  langsames, aber produktives Substrat fur die 
Uro'gen-111-Synthase ist. Unabhangig davon, welche Form 
des Bilansystems (HMB oder AMB) an diesem ProzeI3 betei- 
ligt ist, weist das Ergebnis, daR keine enzymfreien Interme- 
diate beobachtet werden konnten, entschieden darauf hin, 
daR die Zwischenstufe enzymgebunden vorliegt und daher 
nur schwer nachzuweisen ist. Ein indirekter Nachweis fur 
den ,,Spire-Mechanismus" ergab sich aus dem Befund, daR 
eines der Enantiomere des entsprechenden synthetischen 
Ring-D Lactams die Uro'gen-111-Synthase inhibierter36a1. 
Kurzlich haben wir eine Alternative zur ,,Spiro-Zwischen- 
stufe" 13 vorgeschlagen, die in Ubereinstimmung rnit den 
bekannten Fakte11~~~1 das in Abbildung 7 dargestellte Kon- 
zept der Selbstkonstitution unter Bildung eines Lactons fa- 
vorisiert. Dabei wird angenommen, daI3 auf die Bildung des 
Azafulvens 11 nicht die Bildung einer Kohlenstoff-Kohlen- 
stoff-Bindung zu 13 erfolgt, sondern der RingschluD des Ma- 
krocyclus zum Makrolid. 

Die Regiospezifitat dieses Schrittes spiegelt sich zum einen 
darin wider, daR synthetische Bilane rnit fehlender Acetat- 
Seitenkette an Position 17 des D-Ringes keine enzymkataly- 
sierte Umlagerung zum Typ-111-System eingehentZ1]; zum 
anderen zeigt sie sich in der Beobachtung, da0 ein 

,,umgedrehtes" Bilan rnit Propionat an Position 17 (und 
Acetat an Position 18) enzymdtisch tdtsachhch eine ge- 
wisse Menge an (umgelagertem) Uro'gen I (aber auch an 
Uro'gen 111) ergibttZ1. 36b1. Dies wiederum zeigt, daR die Bil- 
dung des Lactons, wenngleich weniger effzient, auch durch 
eine Propionat-Gruppe an Position 17 bewirkt werden kann. 
Die nun folgende Chemie ist der fur die Spiro-Verbindung 
postulierten Fragmentierung-Rekombination recht ahnlich, 
abgesehen davon, daR ein ,,verdrehtes Makrolid" zur zentra- 
len Zwischenstufe wird und die Sequenz wie in Abbildung 7 
dargestellt ablauft. Diese neue Hypothese laRt sich experi- 
mentell nur schwer uberprufen. Dennoch wird in Verbin- 
dung mit '0-Markierung versucht, die Lacton-Zwischen- 
stufe chemisch abzufangen, um auf diese Weise einen 
moglichen ,,Makrolid-Mechanismus" fur die Uro'gen-III- 
Synthase, deren Wirkungsweise Biochemikern seit mehr als 
drei Jahrzehnten ratselhaft ist, zu bestatigen oder zu ver- 
werfen. 

3. Bei der Suche nach den fehlenden Intermediaten 
hilft die Gentechnik weiter 

,,It is an old maxim of mine 
that when you have excluded the impossible, 

whatever remains, however improbable, must be the truth." 
,,The Beryl Coronet" 

3.1. Die ersteo Methyltraosferasen: ihre Spezifitat und 
die Synthese der Pracorrine 1 und 2 

Die erste der Methylasen, die die sequentielle Bildung der 
Faktoren I und I1 (Abb. 2) katalysiert, wird S-Adenosylme- 
thionin-Uro'gen-111-Methyltransferase (SUMT) genannt. 
SUMT konnte erstmals von G. Miillert3'] aus P. shermanii- 
Kulturen partiell gereinigt werden und ist mittlerweise in 
Pseudomonas denitrEficans uberexprimiert wordent3']. Von 
E. coli weiD man, daR das CysG-Gen die Uro'gen-III-Methy- 
lase (M-I) codiert. Diese ist Bestandteil des Biosynthesewe- 

P 

A 

P 
Lacton 

P A 

P P 

P A 

- 
HOO 

0 

P P 

Uro'gen I11 
Abb. 7.  Das Makrolid-Postulat fiir den Mechanismus der Uro'gen-111-Synthase. 
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ges zu Siroham, dem Cofaktor der Sulfit-Reduktase. Durch 
Anwendung gentechnischer Verfahren war es moglich, 
30 mg L- dieses Enzyms her~ustellen[~~"]. Obwohl SUMT 
und M-I dieselbe Funktion zu erfullen scheinen, weisen sie 
offenbar unterschiedliche Substratspezifititen auf[39b, 'I. So 
gelang es, die durch M-I katalysierte Reaktion NMR-spek- 
troskopisch direkt und detailliert zu untersuchen und damit 
zu beweisen, dalj die Struktur von Pracorrin 2 der des Dipyr- 
rocorphin-Tautomers des Dihydro-Faktors I1 (Dihydrosi- 
rohydrochlorin) entspricht. Dam wurde unter Einsatz von 
[5-l3C]ALA an den mit schwarzen Quadraten markierten 
Positionen (Abb. 8) angereichertes Uro'gen I11 durch Zu- 

Daruber hinaus haben kurzlich durchgefiihrte Markierungs- 
e~perimente[~'~] zuverlassig erkennen lassen, daB Pracor- 
rin 1 mit der in Abbildung 4 angegebenen Struktur von dem 
methylierenden Enzym (SUMT) abgespalten wird. 

Bei langerer Inkubation (2 h) von Uro'gen I11 rnit M-I 
kam es allerdings zu einem uberraschenden Ergebnis: Statt 
des Pracorrins 2 (eines Dipyrrocorphins) wiesen die UV- und 
NMR-Spektren nun den Chromophor eines Pyrrocorphins 
nach, das bislang lediglich als synthetisches Hexahydropor- 
phyrin-Tautomer bekannt Auf den ersten Blick 
schien dieser Befund zu bedeuten, dalj eine weitere durch das 
Enzym katalysierte Dipyrrocorphin + Pyrrocorphin-Tauto- 

<ZH ALA- $ C02H 

PBG-Desaminase 
* 

Dehydrat ase 

0 Uro'gen-III- 

H2N NH2 H Synthase 

CO2H CO2H 

Uro'gen I11 

CO2H COzH 

Priicorrin 2 Trirnethy lpyrrocorphin 

Abb. 8. Synthese von Pracorrin 2, C-Methylierung von Uro'gen 111 durch das Enzym M-1 und ,,uberrnethylierung" des Produkts 
im Uhrzeigersinn. Die "C-angereicherten Zentren, die zur Zuordnung der Kohlenstoffatome und der C-C-Kopplungen verwendet 
wurden, entstammen [3-13C](m)-[5-'3C](m)-ALA und [13CH,]SAM (*). 

sammengeben von Dehydratase, Desaminase und Uro'gen- 
111-Synthase dargestellt und anschliefiend mit M-I und 
['3CH3]SAM inkubiert. 

Das 13C-NMR-Spektrum des so erhaltenen Pracorrins 2 
wies nur ein Signal fur ein angereichertes sp3-Kohlenstoff- 
atom auf, das C-15 zugeordnet werden konnte. Damit fan- 
den wir das reduzierte Zentrum. Durch Verwendung eines 
anderen Satzes von l3C-Markierungen (0 aus [3-l3C]ALA) 
und [13CH3]SAM gelang es, sowohl die sp'-Kohlenstoffato- 
me C-12 und C-18 als auch die sp3-Zentren C-2 und C-7, die 
rnit den 13C-angereicherten Methylgruppen (*) verkniipft 
sind, zu lokalisieren. Dieses Ergebnis bestatigt eine fruhere 
NMR-Analy~e[~~"l des Pracorrins 2, das durch sorgfaltige 
Reinigung des entsprechenden Methylesters unter Sauer- 
stoffausschlufl isoliert worden war; es zeigt auch, dalj wah- 
rend der Reinigung keine weitere Tautomerisierung stattfin- 
det. Beide Experimente untermauern das Postulat, darj 
Pracorrin 1, 2 und 3 als Hexahydroporphinoide vorliegen. 

merisierung stattgefunden hatte. Fugte man aber 
[13CH3]SAM der Inkubation zu, trat im Bereich von 6 = 
19-21 des NMR-Spektrums das Signal fur eine dritte Me- 
thylgruppe auf. Als man Uro'gen I11 rnit geeigneten 13C- 
Markierungen (0 in Abb. 8) versah, erschienen drei Paare 
von Dubletts im sp3-Bereich (6 = 50-55) des Pyrrocorphin- 
produktes. Die notwendigen 3C-Pulsmarkierungsexperi- 
m e r ~ t e [ ~ ~ " ]  sowie Fast-Atom-Bornbardment(FAB)-MS- 
Daten fiihrten schliefilich zum Strukturvorschlag 
(Abb 8)[41b.423 fur das neue Trimethylpyrrocorphin, das in 
Gegenwart hoher Enzymkonzentration durch ,,Uber- 
methylierung" des normalen Substrats Uro'gen I11 entstan- 
den war. M-1 wird also dazu venvendet, um eine Methyl- 
gruppe in den C-Ring einzufuhren und damit den lange ge- 
suchten ,,natiirlichen" Chromophor zu synthetisieren. Die- 
ser Chromophor entspricht dem des postulierten Pracor- 
rins 4, wenngleich sich die Regiospezifitlt in diesem Fall von 
Ring D zu Ring C andert. Die Unspezifitat von M-1 konnte 
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Abb. 9. i(lbermethy1ierung von Uro'gen I durch M-I (nicht aber durch SUMT!). 

Typ I-Trimethylpyrrocorphin 

des weiteren dam genutzt werden, urn ausgehend von 
Uro'gen-111-Isomeren eine Reihe von ,,unnaturlichen" Iso- 
bakteriochlorinen und Pyrrocorphinen zu synthetisieren. So 
werden aus Uro'gen I die dem Pracorrin 2 und dem Typ-I- 
Pyrrocorphin entsprecheiiden methylierten Produkte herge- 
stellt (Abb. 9). 

Diese Verbindungen erinnern an eine Reihe von Tetrame- 
thyl-Typ-I-Corphinoiden (Faktoren SI-S4), die aus P. sher- 
manii isoliert werden k ~ n n t e n [ ~ ~ . ~ ~ ]  und, wie wir in Ab- 
schnitt 3.2 zeigen werden, in Form ihrer Zinkkomplexe 
vorliegen. Die totalsynthetisch dargestellten Isomere 
Uro'gen I1 und IV, in denen die Acetat(A)- und Propio- 
nat(P)-Seitenketten in der Reihenfolge AP, PA, AP, PA bzw. 
AP, AP, PA, PA angeordnet sind, sind ebenfalls Substrate 
fur M-I. Tnteressanterweise werden dann in beiden Fal- 
len die entsprechenden 2,7-Dimethylisobaktenochlonne ge- 
bildet[42bl. Als man Uro'gen I mit SUMT ink~bierte[~']], lie0 
sich aufgrund der Isolierung von Faktor I1 aus der Typ-I- 
(Sirohydrochlorin-I)-Familie auch fur diese Methyltransfe- 
rase ein Mange1 an Spezifitiit erkennen, auch wenn dabei 
keine Pyrrocorphine beobachtet werden konnten. Dieser Be- 
fund konnte auf einen fur das Enzym (SUMT) aus P. denitri- 
ficuns wirksamen Kontrollmechanismus hindeuten, der dazu 
fuhrt, da13 Pracorrin 2 nicht ,,ubermethyhert" wird. wie man 
es von M-1 aus E. coli her kennt; dessen physiologische 
Funktion besteht darin, Sirohydrochlorin (Faktor II)139b1 

fur die Sulfit-Reduktase bereitzustellen, die ihrerseits fur die 
Synthese von Cystein benotigt wirdc4]. DaB E. coli kein B,, 
synthetisiert, 1aBt auf einen evolutionaren Prozerj schlieBen, 
in dem die C-Methylierungsmaschinerie zwar erhalten ge- 
blieben ist, aber nur noch dazu gebraucht wird, urn die Me- 
thylgruppen an C-2 und C-7 einzufuhren. 

Die Orte der C-Methylierung sowohl in der Typ-I- als 
auch in der Typ-111-Reihe erinnern an die von Eschenmoser 
et al. e n t d e ~ k t e [ ~ ~ I  biomimetische C-Methylierung der He- 
xahydroporphyrine; ihre Regiospezifitat stimmt mit den 
Prinzipien uberein, die fur den stabilisierenden Effekt eines 
vinylogen Ketimin-Systems aufgestellt wurden (Abb. 1 O)r471. 
So fiihrt die chernische Dipyrrocorphin + Pyrrocorphin- 
Umwandlung nicht nur zur Bildung des bevorzugten Ket- 
imin-Systems des Pyrrocorphins. sondern kann in Gegenwart 
einer Methylgruppe an C-20 durch die Anwesenheit des ko- 
ordinierenden Metalls kontrolliert werden. Die Faszination 
dieser in-vitro-Modelle besteht darin, daB die Methylierung 
des D-Ringes (C-I 7) durch die Gegenwart von Magnesium 
bewirkt werden kann: was der in der Natur gefundenen Me- 
thylierungssequenz entspricht. Derlei Experimente lieI3en 
uns darauf hoffen, daB wir die Methylasen des B,,-Weges, 
die sowohl naturliche als auch unnaturliche Pyrrocorphine 
und Corphine synthetisieren, dazu benutzen konnten, urn 
einige der fehlenden Intermediate des Biosyntheseweges dar- 
zustellen. Es ist in diesein Zusammenhang auch interessant, 

a) CH,I/C,H,/RT 
b) TriazabicycIo[4.4.0~ 

dec-5-en/C,H6/RT 
CH3 c) CH,COOH 

CH$/CH&N (1 :4)/ 60°C - Abb. 10. ,,Metallvermittelte" Kontrolle der Regio- 
spezifitit bei der biomimetischen C-Methylierung 
der Pyrrocorphinc nach Eschenmoser et al. Man be- 
achte, daO die Methylierung in Gegenwart von 
Mg2+ in Ring D, und nicht in Ring C stattfindet. 
RT = Raumtemperatur. 
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daD es an der Instabilitat dieser Substanzen gegenuber 
Sauerstoff liegt, da13 wir bislang unter aeroben Bedingungen 
(> 5 ppm 0,)  keine anderen Zwischenprodukte isolieren 
konnten als eben die durch Oxidation der entsprechenden 
Prlcorrine 1-3 gebildeten Faktoren 1-111 (Abb. 2). 

3.2. Auf dem Weg zu den Corrinen: ein ,,Umsatteln" 
yon E. coli auf Salmonella 

Bei unserer Suche nach den Enzymen der Biosynthese von 
Pracorrin 2 haben wir uns bislang auf die ,,Ham-Gen-Box" 
(Abb. 11) in E. coli gestutzt. Diese ist fur die Synthese von 

Cobyrinsaure t-= + Pracomn 3 

LGSD 

Cob-I- 
Gene l- (cbi') 

Piiconin 2 A j Sirphirn 

Reduktasen Urogen 111- Ham 

+ 
ALA 

Abb. 11. Die HZm-Gen-Box in E. coli und die cob-Gen-Box in Salmonella fur 
die Biosynthese von R,, . 

Pracorrin 2, einer Vorstufe des Sirohydrochlorins (Fak- 
tor II)[3gb], verantwortlich. Sirohydrochlorin wird durch 
Einbau von Eisen zu Siroham umgewandelt, einem Cofaktor 
fur die Sechs-Elektronen-Sulfit-Reduktase von E. c01ic4]. 
Zum Gluck uberschneiden sich die Synthesewege fur Ham 
und Corrin in E. coli und Salmonella typhimzirium. E.  coli 
selbst produziert zwar kein B,, ~ dennoch hat uns die Entdek- 
kung von J. Roth et al.[48a1, dalj bei der anaeroben Fermenta- 
tion von S. typhimurium Vitamin B,, gebildet wird, in die 
Lage versetzt, unter Ausnutzung der vielfaltigen, fur diesen 
Organismus verfugbaren Gen- und Klonierungstechniken 
mehr uber die Synthese von Vitamin B,, zu erfahren. Durch 
Mutation und Komplementationstests konnten drei Genorte 
nach 13, 34 und 41 Minuten identifiziert werdenc4*l. Der 
Hauptgencluster nach 41 Minuten enthalt die Information 
fur die Maschinerie (Cob I), die fur die Synthese von Co- 
binamid aus Pracorrin 2 (Abb. 11) benotigt wird. Dieser 
ProzeD umfaDt die sechs C-Methylierungen (an C-1, C-5, 
C-12, C-I 5 ,  C-17 und C-20), die Decarboxylierung (des Ace- 
tatrestes an C-12), Ringkontraktion, den Verlust der Essig- 
saure (von C-20 mitsamt der benachbarten Methylgruppe), 
Amidierung sowie Cobalteinbau unter KontroIle der cbi- 
Gene. Damit enthalt die fur die Synthese des Cobinamids 
verantwortliche Cob-I-Region alle &-Gene, die fur diese 
Biosynthesefunktionen codieren. Dank der GroDzugigkeit 
von Professor Roth konnten wir seine Sequenzdaten (10 kb) 
fur die Klonierung und Uberexpression der Genprodukte 
einsetzen. Sie entsprechen zwolf offenen Leserastern (ORF), 
die fur die Synthese von Cobyrinsaure aus Pracorrin 2 erfor- 
derlich sind (Abb. 22). 

Zehn der im cob-Operon von S. fyphimurium aufgefunde- 
nen cbi-Gene wurden fur die Expression aus den vier ver- 
schiedenen Plasmiden (Abb. 12) subkloniert. Wie durch 
SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese) nachge- 
wiesen werden konnte, wurden mit Ausnahme von cbiD alle 
Gene in E. coli exprimiert; davon konnten sieben Genpro- 
dukte aus der loslichen Fraktion der Zell-Lysate des entspre- 
chenden Stammes gereinigt werden. Zwei weitere Genpro- 

4 cbiA 
kb I 

I CbiB I cbiC I cbiD IcbiE+T I c m w -  

I I I 1 
2.5 5.0 1 7.5 10.0 rl' 0.0 

51 pZT366 

B 1 
pZT36.5 

pJEl 
Restriktionsenzyme 
B, BurnHI; H, HindIII; N, A'aeI; P, PstI; S, Sun 
Vektoren pUCl8, pHNl + pJE2 

Gen-Stelle 
cbiC & D 
cbiE 
cbiT & F 
C ~ ~ T , F , G , ~ H  
cbiH &J4 
cbiK & L 
cbiK 
cobF2 
cob12 

Plasmide 
pCAR345 
pCAR340 
pCAR276 
pCAR293 
pCAR309 
pCAR292 
pCAR311 
pCAR332 
pCAR333 

Konstrukte 
pZT366 (N-B) in pHNl + 
ecpcr3-Produkt in pHNl + 
pZT366 (B-H) in pUC18 
pZT365 (B-H) in pUC18 
pJEl (E-H) in pUC18 
pJEl (P-P) in pUCl8 
pJE2 (S-P) in pUCl8 
ecpcr3-Produkt in pHNl + 
ecpcr3-Produkt in pHNl + 

HindIII-Stelle im pBR329-Klonierungsvektor 

Expressionskassette fur Polymerase-Kettenreaktion 
Bildet unlosliche EinschluDkorper 

' P.-denitrificans-Gen 

Abb. 12. Subklonierung der &-Gene aus S. t,y- 
phimuriunz zur Expression. Wir danken Dr. 1 
Roth, University of Utah, fur die groaziigige 
Uberlassung der &-Gene im Plasmid pBR329 
(pZT365, pZT366, pJEl und pJE2). Die hochge- 
stellten Zahlen 1-4 beziehen sich auf die FuDno- 
ten am Ende der Abbildung. 
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dukte, die von cbiG und cbiJ, wurden in der unloslichen 
Fraktion gefunden. Anschliefiend wurde die aminoterminale 
Sequenz eines jeden gereinigten Proteins bestimmt und dazu 
benutzt, die aus der Nucleotidsequenz vorhergesagte Lokali- 
sierung der offenen Leseraster zu be~tatigen[~~"].  Die Gen- 
produkte von cbiE, cbiF, cbiH und cbiL konnten als SAM- 
bindende Proteine identifiziert werden. Aufgrund ihrer 
Homologie zu anderen MethyItran~ferasen[~~", bl gelten sie 
als aussichtsreichste Kandidaten fur Methyltransferaseakti- 
vitat. Wie kurzlich berichtet w ~ r d e [ ~ ~ ~ ] ,  hat das Genprodukt 
von cobL aus P. denitripcans zwei Funktionen, und zwar die 
der Methylierung (von C-5 und C-15) und die der Decarboxy- 
lierung des Ring-C-Acetats. SDS-PAGE und Analyse der 
aminoterminalen Sequenz haben gezeigt, daD in S. typhimu- 
rium zwei getrennte Genprodukte (die von cbiE und cbzT) 
vorliegen, die dem Genprodukt von cobL entsprechen, wo- 
bei cbiE zur Methyltransferase- und cbir zur Decarboxylase- 
region homolog ist. In Salmonella sind also die 5,15-Methy- 
lase- und die Decarboxylierungsaktivitat voneinander 
getrennt. 

Aufgrund seiner Homologie mit dem Genprodukt von 
cob1 in P. denitrzfcans (31 % Identitat, 71 % Konservierung) 
wurde geschlossen, daD es sich beim Genprodukt des cbiL 
um die Prlcorrin-2-Methyltransferase (M-2) in S.  typhimu- 
rium handelt. Unter Venvendung des exprimierten Proteins, 
oder besser noch des cobI-Enzyms, konnte die Eintopf-Mul- 
tienzymsynthese von Pracorrin 3 aus ALA verwirklicht wer- 
den (Abb. 13). Sie gelang sowohl im NMR-Rohrchen als 

ein Puls mit [ '3CH,]-markiertem SAM. Durch NMR-Unter- 
suchung der unterschiedlichen Intensitaten der [' 3CH,]-Me- 
thylresonanzen des so gebildeten Cobesters fand man (in drei 
unabhangigen Studien) h e r a u ~ [ ~ l ~ - ~ l ,  daD der Methylgrup- 
peneinbau in folgender Reihenfolge stattfindet : C-Methylie- 
rung an C-17, gefolgt von der an C-12 (von der wir mittler- 
weile wissen, dafi sie zuerst an C-I1 stattfindet, siehe unten) 
und schlieRlich an C-I, C-5 und C-15. Diese Differenzierung 
zwischen C-5 und C-15 wurde in P. shermunii nachge- 
wiesen["']; die umgekehrte Reihenfolge fur die C-5- und 
C-15-Methylierungen wurde dagegen gefunden, als man Ex- 
trakte von Clostriidium tetanomorphum e in~etz te [~ '~] .  In ei- 
ner dritten Untersuchung (P. denitrij?~ans)[~ ''I konnte nicht 
zwischen der C-5- und der C-15-Methylierung unterschieden 
werden. Sicherlich ist es eine erfreuliche Ubereinstimmung, 
daD die erste Alkylierung des Pracorrin-3-Ternplats an C-17 
und die weiteren Methylierungen dann an C-11 und C-I 
erfolgen. Diese Ubereinstimmung bedingt aber auch gewisse 
Einschrankungen bezuglich des Strukturtyps, den man fur 
die fehlenden Zwischenstufen Pracorrin 4, 5 und 4 gemalj 
Methylinsertion an C-17, C-I I bzw. C-I envartet. Die ste- 
reochemische Analyse der Methylgruppe an C-17 in Vit- 
amin B,, verdeutlicht, daD von den insgesamt funf an quar- 
tare Kohlenstoffatome des Vitamins gebundene Methyl- 
gruppen nur die an C-17 j3-orientiert ist. Diese Konfigura- 
tion wurde bereits 1976L4] erklart. Damals schlugen wir vor, 
dafi die Methylierung tatsachlich zuerst an C-19 stattfindet. 
AnschlieDende Ringoffnung und Recyclisierung durch einen 
erlaubten 16%-Elektronen-ProzeD ergeben zunachst die j3- 
orientierte C-19-Methylgruppe. SchlieDlich fuhren zwei 
[I ,5]-sigmatrope Verschiebungen zur b-orientierten Methyl- 
gruppe an C-17. Mit anderen Worten: Bevor die vierte Me- 
thylgruppe ihre endgultige Position an C-I 7 einnimmt, 
konnte ein ProzeD ablaufen, der dem fur C-11 gefundenen 
ahnelt, wo es spater zur Wanderung der Methylgruppe von 
C-11 zu C-12 kommt. In diesem Fall wurde Pracorrin 4 ent- 
weder der Struktur mit P-standiger Methylgruppe an C-18 

AL A-Dehy dratase 
PBG-Desaminase 
Uro'gen-111-S ynthetase 

M- 1 
M-2 A 

"CH,-SAM 
P P oder C-19 entsprechen (Abb. 14) 

0 

*ZN 

[4-13C]ALA Pracorrin 3 

Abb. 13. Multienzymsynthese von Pracorrin 3. 

auch praparativ (im Multimilligramm-MaDstab) durch Zu- 
gabe der funf uberexprimierten Enzyme zum Substrat ALA 
in Gegenwart von SAM["]. Die Struktur von Pracorrin 3, 
einem Dipyrrocorphin mit der in Abbildung 13 angegebenen 
Konstitution, zeigt gegenuber Pracorrin 2 feine Unterschie- 
de im '3C-NMR-Spektrum, die den EinfluD der neu einge- 
fuhrten Methylgruppe an C-20 auf das konjugierte System 
widerspiegeln. Im Ergebnis uberwiegt dasjenige Tautomer, 
dessen Elektronenanordnung fur den nachsten C-Methylie- 
rungsschritt vorbereitet ist und durch '3C-Anreicherung di- 
rekt NMR-spektroskopisch beobachtet werden kann. 

Einen Anhaltspunkt fur die mutmafiliche Reihenfolge des 
Einbaus der weiteren Methylgruppen an der Peripherie die- 
ser letzten Zwischenstufe, dem Pracorrin 3, geben uns die 

waren die Substrate Uro'gen 111 sowie die Pricorrine 2 und 

CH3 

A 

fruher durchgefuhrten Pulsmarkierungsexperimente. Dazu A 

3 (als Faktoren I1 b m .  111) in Gegenwart von SAM zunachst 
fur einige Stunden mit einem zellfreien Extrakt, der CobYrin- 
saure synthetisieren konnte, inkubiert worden; darauf folgte 

Abb. 14. Mogliche Orte fur die C-Metbylierung im Ring D des Pracorrins 3 
und anschl&ende (I   sigmatrop trope Verschiebungen, die den Elnbau der 
Methylguppe an C-17 der Corrine erkliren. 

1292 Angew. Chem. 1993, 10.5, 1281 - 1302 



Um die bisher unbekannt gebliebenen Pracorrin-zwi- 
schenstufen aufzufinden, wurde Pracorrin 3 der Reihe nach 
mit jeder der mutmal3lichen (iiberexprimierten) Methyl- 
transferasen aus cbiE, H, F und L in Gegenwart von SAM 
inkubiert. Das Ergebnis war verbluffend: C-Methylierung 
wurde nur durch das Genprodukt von ORF-7 (cbiF) kataly- 
siert, und es stellte sich heraus, daB diese Methylierung an 
C-11 stattgefunden hatte! Bei der neuen Verbindung, 
die durch direkte NMR-spektroskopische Beobachtung 
(Abb. 15) als das kinetische Produkt identifiziert wurde, 
hdndelt es sich urn ein modifiziertes Corphin rnit der vierten 
Methylgruppe an C-I 1. Da die biochemische Umwandlung 
dieses Corphins in Cobyrinsaure bislang noch nicht durchge- 
fuhrt worden ist, haben wir die neue Verbindung, deren 
Struktur an einen der vier moglichen Strukturvorschlage fur 
Faktor S3 erinnert143s441, als 4xfS2] bezeichnet. Die fur die- 
sen aus P.  shermanii isolierten Metaboliten verfiigbaren 
spektroskopischen Daten[43,441 lieBen keine Unterschei- 
dung zwischen einer Methylierung an C-1 oder C-ll zu. 
Mittlerweile wissen wir aber, daB das richtige Isomer dasje- 
nige ist, das durch (a)-Methylierung an C-11 (=C-16) des 
Uro'gen-I-Templats entstanden ist. 

Der neue Strukturvorschlag fur Faktor S3 wurde durch 
eine zweite Multienzymsynthese exakt bestatigt. Fur dieses 
Experiment wurde [4-13C]ALA als Substrat rnit einer Mi- 
schung aus Dehydratase, Desaminase (+ Uro'gen I), 

ALA-Dehydratase 
PBG-Desaminase 
Uro'gen-111-Synthetase - 

M-I 
M-2 
WH~-SAM 

0 

H2N 

[4-13C]ALA 

A 

i P 

Pracorrin 3 

cysG[*], cbiF und SAM in einer Eintopfreaktion umgesetzt 
(Abb. 16a). In Abwesenheit des vierten Enzyms (cbzF) ak- 
kumuliert 2,7,12-Trimethylpyrrocorphin (Abb. 9); fugte 
man aber cbiF hinzu, so erschien ein neues Signal bei 6 = 79, 
das den Einbau einer vierten (a)-Methylgruppe an Position 
C-I 6 anzeigte (Abb. 16 a). Der resultierende Zinkkomplex 
war in Form seines Octamethylesters in jeder Hinsicht iden- 
tisch mit dem zuvor aus P. shermanii isolierten Fak- 
tor S3[52b1. 

Jetzt mu13 noch die absolute Konfiguration des neuen Chi- 
ralitatszentrums an c-1 6 bestimmt und iiberpriift werden, 
ob Faktor S3 durch eine [1,5]-sigmatrope Verschiebung in 
Faktor S1 umgewandelt wird (Abb. 16b). Diese neuen Be- 
fundeIs2l deuten auf eine mangelnde Substratspezifitat der 
Methyltransferasen bezuglich C-Methylierung hin. Zugleich 
bestatigen sie, &a5 cbiF als Methyltransferase fungiert, die 
die a-Stellung pyrrolischer Ringe von Typ-I- und Typ-TII- 
Pyrrocorphinen angreift. Dariiber hinaus erschlieDen diese 
Ergebnisse den Weg zu einer Synthesechemie, die auf der 
C-Methylierung elektronenreicher Zentren beruht. 

Fur die Methylierungssequenz und die Stereochemie der 
Corrin-Biosynthese hat die Entdeckung, da13 Faktor S3 aus 
Uro'gen I, M-I und cbiF[52b1 synthetisiert werden kann, 

["I Die% Kurzbezeichnungen werden sowohl fiir das Gen a\s auch fur das 
Genprodukt verwendet. 

ORF-7 (c~IF) 
I3CH3-SAM 

Ja = 40 HZ 

i P 

Verbindung 4x 

r I  I ~ ~ [ ~ l ~ l ' ~ ~ l ~ l ~ l ~  I ' I  I I '  I 1  
1 8 0  1 7 0  1 0 0  1 5 0  1 4 0  1 3 0  120 1 1 0  100 90  8 0  70 6 0  5 0  

-d 
Abb. 15. Multienzymsynthese der Verbindung 4x mit dem Genprodukt von cbiF und SAM. Das '"2-NMR-Spektrum von 4x (A) zeigt drei spZ-Resonanzen be] 
6 = 134.8, 136.5 und 120.7 (C-8, C-13 bzw. C-17), aber nur ein Signal bei 6 = 55.5 fiir einen sp2-Propionat-Terminus ('2-3) sowie eines bei 6 =79.7. das typisch ist fur 
ein einem Stickstoffatom benachbartes sp3-KohlenstoRBtorn (C-11). Der Einschub B zeigt die Kopplung (J(C,C) = 40 Hz) zwischen dem neuen Signal fur 13CH3 
(6 =lX.S) und dem Signal fur C-11 bei 6 =79.7. 
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. 
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Abb. 16. a) Multienzymsynthese fur Faktor S3. b) Ein Erklarungsversuch zur (chemischen?) Umwandlung von Faktor S3 in Faktor S1. Man beachte. daO die 
Symmetrie deq Typ-I-Templats die Rotation der fur den Faktor S3 angegebenen Struktur um 90" im Uhrzeigersinn zulaRt. um die scheinbare Reihenfolge der 
C-Methylierungsschritte zu verandern. c) Die mogliche Rolle der drei Propionat-Seitenketten des Ring-D-Pyrrocorphin-Tautomers von Cobalt-Priicorrin 3 bei der 
Lenkung der aus SAM eintretenden Methylgruppe auf die (obere) I-Seite des vierten (,,sudwestlichen") Propionat-Terminus. 

weitreichende Konsequenzen, da hier der stereospezifische 
Methyltransfer an einem ,,unnaturlichen" Substrat demon- 
striert werden konnte. Unter dem Eindruck dieser jungsten 
Ergebnisse sol1 nun noch einmal auf die Regulation von Re- 
gio- und Stereochemie der auf Pracorrin 3 folgenden Methy- 
lasen durch Koordination mit divalenten Metallen eingegan- 
gen werden. 

3.3. Die Rolle yon Metallen in der Corrin-Biosynthese 

Koordinierende Metall-Ionen, z.B. Zn2+ und Co3+, sind 
sowohl in den Substraten fur die Typ-I- als auch in denen fur 
die Typ-111-Tetramethylierung enthalten. Es la& sich nun 
vermuten, daD die regio- und stereospezifische C-Methylie- 
rung von metallhaltigem Pracorrin 3 nicht nur durch den 
induktiven Effekt der Methylgruppe an C-20, sondern auch 
durch das koordinierende Metal1 kontrolliert wird. Durch 
Tautomerisierung zum Ring-D-Pyrrocorphinat (Abb. 16c), 

das die thermodynamisch bevorzugte all-trans-Konfigura- 
tion der Seitenketten (beginnend bei Ring A) aufweist, kann 
Cobalt-Pracorrin 3 fur die Methylierung an C-17 dargestellt 
werden. Dieser ProzeB verlangt die a-Orientierung des Ring- 
C-Propionats an C-23. Seine Wechselwirkung mit der Koor- 
dinationssphare des Metalls sowie den Propionat-Seiten- 
ketten an C-3 und C-8 fuhrt zu einer sterischen Abschirmung 
der a-Seite des Makrocyclus, so daD die vierte Methylierung 
(an C-I 7) ausschlieRlich an der p-Seite erfolgen kann. Diese 
Argumentation gilt auch Fur die bereits oben diskutierte 
mogliche P-Methylierung an C-18 (oder sogar an C-19). 

Das Fehlen von Cobalt in einer kiirzlich isolierten Mutan- 
te von P .  denitrif i~ans[~~* 5 3 3  541 , d' ie die acht zur Synthese des 
metallfreien Pracorrins 6 ~ ' ~ ~ -  541 (und damit von Hydroge- 
nobyrinsaure) benotigten Gene enthalt, 1aDt aber auch den 
SchluD zu, daD Cobalt durch Zink oder Magnesium ersetzt 
werden kann, um dieselbe Regio- und Stereospezifitlt be- 
zuglich C-Methylierung und Ringkontraktion wie in der Co- 
balt-Reihe zu erzielen. Weil die Anwesenheit eines koordinie- 
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renden Metalls bei dieser Art von ProzeR ganz offenkundig 
eine strikte Regiokontrolle ausubt, mussen wir unsere bis- 
lang metallfreien Substrate nun noch einmal in Form ihrer 
Cobalt- und Zinkkomplexe untersuchen, um so den EinfluR 
des Metalls auf die Spezifitat der C-Methylierung in der Cor- 
rin-Biosynthese zu bestimmen. Die besondere Rolle von Co- 
balt wird in Abschnitt 4 diskutiert. 

3.4. Vergleich der Gene von Salmonella und 
P. denitvificans fiir die Comn-Synthese 

Wir konnen nun die Homologien und Funktionen der 
klonierten Gene von Salmonella und Pseudomonas miteinan- 
der vergleichen (Abb. 17). Dabei zeigt die Gegeniiberstellung 
der Aminosauresequenzen der Genprodukte, die wir aus der 
Nucleotidsequenz der Gene von P. denitrzficans und S. typhi- 
murium abgeleitet haben, eine Homologie zwischen den Gen- 
produkten cobH und cbiC, cob1 und cbiL, cobJ und cbiH, 
cobK und chiJ, cohL und cbiE+T sowie cohM und cbiE 
Keine Homologen fanden wir dagegen fur die Genprodukte 
cohF, cohG, cbiD und cbiG (Abb. 17). 

Salmonella 

73' 34' 13 '  

~ p ! ! l E m ! q  
cysG cobA co6D E cbiA E C D E+T F G H J K L M N O...R 

I I111111l I 

Pseudomonas 

Abb. 17. Ort und Funktionen einiger bekannter Gene fur die B,,-Biosynthese 
in Sulmonellu ryphimurium [49, SO] und Pseudomonas denitr(ficuns [50, 53-56] .  
In S. typhimuriwn sind die Gene bei 13' (cohD, cohE: Zugabe von Aminopro- 
panol), 34' (&A; Adenosylierung), 41' (&A-R; Cobinamid-Biosynthese) und 
73' ( c y f i ;  Uro'gen-111-Methyltransferase) kartiert. Die Homologien zwischen 
den Genprodukten von S. typhimurium und P .  dentrificans sind angegeben. Zur 
Erorterung ihrer Funktionen siehe Text. 

Kurzlich wurden die Enzyme von P. denitrijicans beschrie- 
ben, die die Reduktion von Pricorrin 6x zu Pracorrin 6y 
(cobK), die Bismethylierung und Decarboxylierung von Pra- 
corrin 6y zu Pracorrin 8x (cobL) sowie die Umlagerung von 
Pracorrin 8x zu Hydrogenobyrinsaure (cobH) bewirken 
(Abb. 18)[49, 5 5 3  56a1. Die restlichen Gene (cobF, G, J und M) 
codieren hochstwahrscheinlich fur Enzyme, die fur die Syn- 
these von Pracorrin 6x aus Pracorrin 3 verantwortlich sind. 
Hierbei handelt es sich um eine Umwandlung, bei der meh- 
rere empfindliche Zwischenstufen durchlaufen werden mus- 
sen, die durch SAM-abhangige C-Methylierungen an C-I, 
C-I 1 und C-17 sowie durch Ringkontraktion-Desacylierung 

(von C-20 und seiner benachbarten Methylgruppe) entste- 
hen. Von diesen Zwischenstufen lief3 sich keine einzige aus 
den Lysaten des rekombinanten P.-denitrzficans-Stammes 
isolieren; vermutlich werden sie durch die bei der Isolierung 
von Pracorrin 6x verwendeten Verfahren (Oxidation/Ver- 
esterung) zerstort. 

Wir sind noch immer auf der Suche nach den C-17- und 
C-1 -Methylasen, nach der sogenannten Ring-Contractase/ 
Desacylase sowie nach der Cobalt-Insertase. Wichtige An- 
haltspunkte fur den Mechanismus der Biosynthese der Cor- 
rine geben zurn einen die kiirzlich vorgeschlagene Struktur 
fur Pracorrin 8x, das durch Methylierung an C-5 und C-I 5 
sowie Decarboxylierung des C-Ringes gebildet wird, und 
zum anderen das Gen (robH), das die Mutase fur die an- 
schlieRende Transposition von C-11 nach C-12 (Abb. 18) co- 
dierP5, 561. Man darf jedoch nicht vergessen, daR keine die- 
ser Verbindungen Cobalt enthdlt und daR das Endprodukt 
des Acht-Gen-Systems, das in P. denitrificans iiberexprimiert 
wird, Hydrogenobyrinsaure (d. h. die cobaltfreie Cobyrin- 
saure) ist. Das Fehlen von Cobalt in den P.-denitrijkans- 
Metaboliten Pracorrin 6x und 8x legt die Vermutung nahe, 
daR das Gen fur die Cobaltinsertion nicht in dem fur die 
Uberexpression verwendeten Acht-Gen-Clu~ter[~~~I,  son- 
dern an anderer Stelle lokalisiert ist und dal3 die Amidierung 
der Cobyrinsaure in diesem Organismus vor dem Cobaltein- 
bau stattfindet. Dies erinnert daran, daS in photosynthetisie- 
renden Bakterien cobaltfreie Corrinoide (mit Nucleotid- 
schleife) gefunden worden sind. So werden cobaltfreie 
Corrinoide von Rhodopseudomonas spheroides und Chroma- 
tium v inos i~ rn~~ '~  wie auch von einem P.-denitrificuns-Stamm 
produziert, der durch den Einbau eines Plasmids mit acht 
Genen der Corrinsynthese genetisch verandert worden 
i ~ t [ ~ ~ I .  Auf der anderen Scite ist Hydrogenobyrinsaure in P. 
shermanii keine Vorstufe fur die Cobyrinsauret5'], und selbst 
im Falle des genetisch verinderten Stammes von P. denitrtfi- 
cans kann Cobalt nur auf chemischem Wege in die Hydro- 
genobyrinsaure eingebaut werden. Offenbar sind metallische 
Cofaktoren fur die anaeroben BIZ-Produzenten bedeutsam. 
Man kann daher annehmen, daR in aeroben Organismen 
Cobalt durch divalente Metalle wie Mg2+ und Zn2+ ersetzt 
und die metallfreien Corrinoide oder Pracorrinoide durch 
Extraktion (= Dekomplexierung) isoliert werden konnen. 
Die umgekehrte Situation treffen wir in P. shermanii (und 
wahrscheinlich auch in S. typhimurium) an. 1st Cobalt erst 
einmal in die Pracorrine 2 und 3 (siehe Abschnitt 4) einge- 
baut, so kann es auf einer spateren Stufe nicht mehr aus den 
stark koordinierenden Liganden (den ringkontrahierten 
Zwischenstufen) wie etwa Pracorrin 6x usw. austreten; es ist 
allgemein bekannt, daf3 Cobalt auf chemischem Wege nicht 
einfachl5'I aus Cobyrinsaure, den Cobalaminen und B,, ent- 
fernt werden kann, ohne den makrocyclischen Liganden zu 
zerstoren oder ihn zumindest zu offnen. Es ist ungewio, ob 
sich die Abfolge des Biosynthesegeschehens, wie etwa C-Me- 
thylierung, Ringkontraktion, Oxidationsstufeneinstellung 
und Amidierung, durch dic Anwesenheit (oder Abweseiiheit) 
von Cobalt in den pracorrinoiden Zwischenstufen radikal 
verandert. Dies bleibt durch Austausch der beiden (metall- 
haltigen oder metallfreien) Substratklassen zwischen den 
Biosyntheseenzymen der aeroben und anaeroben B,,-produ- 
zierenden Bakterien zu entscheiden. 

Es mag Organikern (und auch Evolutionstheoretikern) 
unvorstellbar erscheinen, daR ein so komplexes Zielmolekiil 
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Abb. 18a. Die Prlcorrine 6x, 6y und 8x - kurzlich entdeckte metallfreie Vorstufen der 
Hydrogenobyrinsiure im Expressionssystem von P. denibificans. - Seit das urspriingliche 
Manuskript dieses Artikels eingereicht wurde, sind zwei bedeutende Entdeckungen ge- 
macht worden, die die Annahme einer ,,frihen" Ringkontraktion stutzen. Erstens hat der 
aus P. shermaniiisolierte Faktor K1 (G. Miiller, B. Kallenbach, A. I. Scott, H. J. Williams, 
unveroffentlicht) die allgemeine Struktur eines Ring-A,B-bismethylierten Dehydrocorrins. 
Obwohl dieses Dehydrocorrin bisbdng noch nicht als Vorlaufer fur Vitamin B,, eingesetzt 
wurde, weist seine Struktur deutlich aufdie Moglichkeit einer oxidativen Ringkontraktion 
von Pracorrin 2 oder 3 hin, da Faktor K1 keine Methylgruppe an C-17 aufweist. Der 
jungst veroffentlichte Befund (D. Thibaut, L. Debussche, D. Frechet, E Herman, M. 
Vuilhorgne, F. Blanche, .l Chem. SOC. Chem. Commun. 1993, 513), daB es sich bei Fak- 
tor IV in P. denenitnficans urn ein biologisches Intermediat handelt, liefert einen zweiten 
Beweis fur die oxidative Ringkontraktion sowie die C-17-Methylierung YOU Pracorrin 3 
(oder Faktor III), wenngleich iiber die Reihenfolge dieser Prozesse bis jetzt noch keine 
Erkenntnisse vorliegen. 

Faktor K1 

C02CH3 C02CH3 
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CobJ 
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I3CH3-SAM 

P ? 6 P 

nlchl lsollert Pracorrin 3x Pracorrin 3 
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Abb. 18b. Anmerkung bei der Korrektur (15. Juli 1993): Ein exprimenteller Nachweis, daB die Reaktionssequenz von Pracorrin 3 zu Faktor IV uber das neue 
Intermediat Pracorrin 3x verliuft, gelang kiirzlich mit den eobG- und -J-Genen aus P. iienitrifcans. Ein oxidativer Schritt gefolgt von einer Pinacol-artigen Ringkon- 
trdktion und Methylierung an C-17 (cobJ) fuhren zu einem Produkt, dessen Oxidationsprodukt mit Faktor IV identisch ist (A. I. Scott, C. A. Roessner, N. J. Stolowich, 
J. B. Spencer, C. Min, FEES Left .  1993, im Druck). 
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wie B,, (oder auch nur Cobyrinsaure) auf zwei unterschiedli- 
chen, parallel verlaufenden Wegen erreicht werden kann ; 
und dennoch deuten die Indizien darauf hin, daD die Enzyme 
des aeroben und des anaeroben Syntheseweges unterschiedli- 
che, namlich cobaltfreie und cobaltkoordinierte, Substrate 
produzieren und umsetzen. 

4. Cobalteinbau: Experimente rnit P. shermanii 

,,When you follow two separate chains of thought, 
Watson, you will find some point of intersection 

which should approximate the truth. '' 
,,The Disappearance of Lady Frances Carfax" 

In Zusammenarbeit mit G. Miiller haben wir zeigen kon- 
nen160a], daB in Extrakten von P. shermanii Cobalt in die 
Pracorrine 2 und 3 eingebaut wird und daR die so entstande- 
nen Metallkomplexe in diescn Organismen als Substrate fur 
die Cobyrinsaure-Synthese dienen (Abb. 19). 

Der Vergleich des Synthesepotentials zellfreier Extrakte 
aus P. shermanii, die (A) in Abwesenheit und (B) in Anwe- 
senheit von Co2 ' gewachsen waren, zeigte, daD die Isolie- 
rung des oxidierten Cobaltkomplexes von Pracorrin 2 (Co- 
balt-Faktor 11) erst nach Inkubation des Extraktes (A) rnit 
ALA, SAM und Co2 ' gelang. Dagegen konnte der Cobalt- 
komplex von Faktor I11 aus Extrakt (B) direkt isoliert wer- 
den. AnschlieDend wurden die Extrakte (A) und (B) durch 
Gelfiltration partiell gereinigt, um kleine endogene Molekiile 
zu entfernen. Das gereinigte System A kann Cobyrinsaure 
erst nach Zugabe der Substrate SAM/Co2+/ALA oder 
SAM/Co2 +/Faktor I11 synthetisieren. Das gereinigte Sy- 
stem B kann dagegen Corrin in Anwesenheit von SAM, je- 
doch ohne Beteiligung von Co2+ oder irgendeines weiteren 
Substrates synthetisieren. 

DaB es sich bei Cobalt-Pracorrin 3 um das wahre Substrat 
handelt, kann man daraus ersehen, da13 der doppelt markier- 

te (C3H,/14C) Cobalt-Faktor I11 unter Retention von zwei 
Dritteln des urspriinglichen 3H/'4C-Verhaltnisses inkorpo- 
riert wurde. Dies entspricht dem Verlust der C3H,-Gruppe 
und von C-20 als Essigsaure. Aus Konkurrenzexperimenten 
laBt sich ersehen, daR eine intakte Bioumwandlung der Co- 
balt-Faktoren I1 und I11 in Cobyrinsaure ohne Austausch 
des koordinierenden Metalls erfolgt. Allerdings laDt sich in 
Abwesenheit von Ethylendiamintetraessigsiure (EDTA) ein 
gewisser Cobaltaustausch zwischen den Komplexen beob- 
achten. In sorgfaltig durchgefiihrten Experimenten gelang in 
Gegenwart von [C3H,]SAM die zellfreie Umwandlung von 
14C-mdrkiertem Cobalt-Faktor I1 zu Cobalt-Faktor I11 rnit 
einem 3H/14C-Verhaltnis von 1.1 5 sowie die Umwandlung in 
Cobyrinsaure rnit einem 3H/'4C-Verhaltnis von 5.65, wie 
man es beim Einbau von fiinf Methylgruppen erwartet. Als 
es schlie13lich noch gelang, den Cobalt-Faktor I11 nach Inku- 
bation des Faktors I11 mit einem Homogenat von P. sherma- 
nii zu isolieren[60b], konnte gezeigt werden, daR die Cobalt- 
inkorporation in diesem Organismus ein enzymatischer Pro- 
zeD ist. Damit steht zweifelsfrei fest, daIJ Cobalt in P. 
shermanii (und wahrscheinlich auch in Salmonella) vie1 frii- 
her eingebaut wird als in P. denitrificans. 

5. Ringkontraktion: zeitliche Aufschlusselung 
eines einzigartigen Isotopenaustausches an einer 
Carbonylgruppe auf dem Weg zu Vitamin B,, 

,,It is quite a three-pipe problem. '' 
,,The Red Headed League" 

Die Struktur von Pracorrin 6x verlangt, daR die Ringkon- 
traktion in P. denitrificans zwischen Pracorrin 3 und Pracor- 
rin 6x stattfindet, also vor den beiden letzten Methylie- 
rungen an C-5 und C-I 5 und vor der Decarboxylierung (C- 
12-Acetat). Bislang fehlt allerdings jeglicher Beweis dafur, 
darj den Pracorrinen 4a,  5a und 6a entsprechende Zwi- 

P 

A 

Uro'gen I11 Pramrrin2 R=H 

Cobaltinsertion ""/ \ 
Prborrin 3 R=CH3 

ALA 
A=CHZC02H 
P=CHlCH,C02H 

Route b 
Methylierung, 
Cobaltinsertion 

Abb. 19. Zeitliche Aufschlusselung der Cobaltinsertion in die Pracorrine 2 und 3 (Route a) in P. shermonii. 
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schenstufen auch tatsachlich auftreten (zu Strukturvorschli- 
gen fur die Pracornne 4 a, 5 a und 6 a siehe Abb. 20). Durch 
NMR-Untersuchungen konnte allerdings schon gezeigt wer- 

- 
P CHS P P CHI P 

Prawrrin 4a Pracorrin 5a Pracorrin 6a 

losung im 2D(HMBC)-Experiment mit Hilfe spezifischer 
I3C-Anreicherung gelost werden. Dazu wurde Cyanocobal- 
amin auf biosynthetischem Wege an allen sieben Carbonyl- 
Kohlenstoffatomen durch Verfutterung von [I-''CJALA an 
Zellen von P. shermanii angereichert. Im anschlieknd aufge- 
nommenen hochaufgelosten ( < 4 Hz/pt in F J  HMBC-Spek- 
trum kann man alle sieben Carbonyl-Kohlenstoffatome 
deutlich voneinander unterscheiden. Noch wichtiger ist, daR 
die Signale fur C-27 und C-61, die im eindimensionalen 
Spektrum nur durch A6 = 0.2 voneinander getrennt sind, 
nun durch Korrelation zu ihren benachbarten Protonen 

Abb. 20. Strukturvorschlage fur die fehlenden Intermediate. die Pracorrine 4a. 
5 a und 6a. Da mehrere tautomere und sogar isomere Strukturen fur die bislang HO 

A 
C-27-Austausch 

unhekannten Tetra- und Pentamethyl-Zwischenstufen moglich sind, hdben wir 
hier die Bezeichnungen4a und 5a gewiihlt, um diese UngewiDheit m m  Aus- 
druck zu bringen. Das gleiche gilt fur die Hexamethyl-Reihe, in der nur 6x 
charakterisiert worden ist. Der Methylierung an C-I im Ring A konnte somit 
die Alkylierung an C-20 und die 1.2-Wanderung als Teil der Ringkontraktion 
vorausgegangen sein. Obwohl C-1 1-Methyltrdnsferase-Aktivi~iit nachgewiesen 
werden konnte (Abb. 15), ist es bislang keiner der mit der B,,-Biosynthese 
beschiftigten Forschungsgruppen gelungen. das Genprodukt zu identifizieren, 
dasfiirdie Methylierung an C-17 (dermutmaDlichen Struktur von Pracorrin 4 a  
entsprechend) verantwortlich ist; siehe aber Abbildung 18. Es bleibt daher die 
logische Moglichkeit, dal3 die Ringkontraktion der Methylierung an C-17 (und 
damit an C-I 1) vorangeht. Anders ausgedruckt: Die Ring-Contractase konnte 
Pracorrin 3 (oder sogar Faktor III!) als Substrat verwenden. Das wiirde awar 
unseren bevorzugten Vorstellungen zum zeitlichen Ablauf der Eliminierung von 
Essigsaure aus C-20 mitsamt der Methylgruppe entgegenstehen. Es wire aber 
eine weitere grolJe Uberraschung in der verwickelten Geschichte der Corrin- 
Synthese. die die Natur hier fur uns bereithalt. Fur eine solche Hypothese mu0 
der experimentelle Beweis allerdings durch Verwendung der Genbibliotheken 
von S. tphimurium und P. denilrijicans noch erbracht werden. Siehe auch 
Legende zu Abbildung 18. 

den, daB in P. shermanii nur die Carbonylgruppe an C-27 
(die Ring- A-Carbonsaureamidgruppe in BIZ) einzigartig am 
Mechanismus der Ringkontraktion, die sich an die C-Me- 
thylierung von C-17, C-11 und C-1 anschlieDt, beteiligt ist. 

Durch I80-Markierung fand man heraus'"], daB es im 
Laufe der Biosynthese von B,, zu einem fast vollstandigen 
I 80/160-Austausch des Carbonyl-Sauerstoffatoms einer der 
drei Acetamidogruppen kommt. Dieses Resultat hat weitrei- 
chende Konsequenzen fur den Mechanismus, der fur die Bio- 
synthese der Corrine vorgeschlagen worden 1st. Um die 
Ringkontraktion vom porphyrinoiden zum corrinoiden 
Templat zu erklaren, die zum Einbau der Losungsmittelmar- 
kierung durch Hydrolyse fiihrt, geht eine Hypothese davon 
aus[623, daD es zwischen der Acetatgruppe des RingsA 
(C-27) und C-20 zur Bildung eines B-Lactons kommt (Me- 
chanismus A, Abb. 21). Eine zweite Hypothese schlagt 
V O T [ ~ ~ ] ,  daB nur die Acetatcarbonylgruppe (C-61) des D- 
Ringes an der Bildung eines &Lactons zu C-20 beteiligt ist. 
In dem sich anschlieDenden Hydrolyseschritt wiirde der Aus- 
tausch der "0-Markierung (2  50 %) ausschlieDlich an C-61 
beobachtet werden (Mechanismus B, Abb. 23). Damit wird 
die eindeutige Zuordnung der 3C-NMR-Signale fur die bei- 
den Acetatcarbonyl-C-Atome entscheidend, da die Analyse 
des 180/'60-Austausches auf den Isotopenverschiebungen 
von "0 auf die 13C=O-Resonanzen beruht. 

Leider unterscheiden sich in den NMR-Spektren der 
C ~ b a l a m i n e [ ~ ~ - ~ ~ I  die chemischen Verschiebungen der frag- 
lichen Carbonylgruppen (C-27 und C-61) gewohnlich urn 
weniger als AS = 0.3; in einigen Fallen iiberlagern sie sich 
sogar[hs366? Das Problem konnte durch Erhohung der Auf- 

"Ketal" 19-Acetylcorrin 

A = CK2"C1'@H 
P = C H & H ~ 3 C c ' 8 ~ H  R'=RZ=OH, M = Co++ ,Cobyrinsiurc 

R'=R'=OH, M = H Hydrogenobyrinsiure 

Vitamin B,, (Cyanocobalamin) 
R' = NH,, Rz = NH-Nucleotidschleife, M = Co'CN 

Abb. 21. Mogliche Mechanismen fur den '80/'60-Austausch wahrend der 
Ringkontraktion. Die Vorschlage sind in ihrer urspriinglichen Form angege- 
ben, obwohl inzwischen hekannt ist, daO die Ringkontraktion an einer cobalt- 
freien Struktur mit sechs oder weniger Methylgruppen stattfinden kann und 
daD sich in Aerobiern die Acetylgruppe an C-1 und nicht an C-19 befindet. 
(siehe Abb. 18). 

26-H (6 = 2.35) und 60-H (6 = 2.70) eindeutig zugeordnet 
werden konnen (Abb. 22A, B). Die chemischen Verschie- 
bungen dieser Protonen konnten vorher bestimmt wer- 
den[651. Dies beweist, daD wir in einer friiheren Arbeit tat- 
sachlich die korrekte Zuordnung fur C-27 (6 = 178.40) 
getroffen hatten, und es bedeutet, daI3 allein die Acetatgrup- 
pe von Ring A, und nicht etwa die von Ring D, wenigstens 
einmal (und moglicherweise mehr als einmal) an Reaktionen 
beteiligt ist, in deren Verlauf es zu einem fast vollstandigen 
Austausch der "0-markierten Carbonylgruppe an C-27 n i t  
dem l60 aus dem Medium k~rnmt[~ ' ] .  

Als nachstes stellt sich die Frage, zu welchem Zeitpunkt 
der "0-Verlust stattfindet : vor oder nach der Bildung von 
Uro'gen 111, dem ersten tetrapyrrolischen Makrocyclus des 
B,,-Weges. Im Prinzip laDt sich diese Frage durch Beobach- 
tung der "0-induzierten Anderungen der chemischen Ver- 
schiebungen im "C-NMR-Spektrum von Uro'gen I11 be- 
antworten, das man aus [I-l3C, l-180,]5-Aminolivulin- 
saure (ALA) erhalt. Obwohl man zwischen den beiden Sat- 
Zen von "C-NMR-Signalen, die aus je vier Signalen fur die 
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C27 C61 

I i  
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1.6 

, I ,  , I , /  I , , ,  , , I ,  , I , , ' , l , ,  

182 181 180 179 1 7 8  177 - F, [&Wefie] 

Abb. 22. 2D-HMBC-NMR-Spektrum (300 MHz, '11; 75 MHz, "C) von 
Cyanocobalamin, das aus Zellen von P.  shermanii isoliert wurde, die auf 
[1-I3C]ALA gezogen worden waren. Die Spektren A und B zeigen Schnitte 
durch S = 2.70 bzw. 6 = 2.35. Sie bestatigen die Korrelation iiber zwei Bindun- 
gen zwischen C-61 (S = 178.28) und 60-H in A sowie C-27 (6 = 178.40) und 
26-H in B (zur Numerierung siehe Abb. 21). 

Acetat- und Propionatcarbonylgruppen des Uro'gen I11 be- 
stehen, unterscheiden kann, ist eine spezifische Zuordnung 
der einzelnen Acetat- und Propionatcarbonylgruppen aus 
Symmetriegriinden nicht moglich. Aus diesem Dilemma 
fuhrt eine Methode heraus, die die eindeutige Zuordnung der 
Ring-A- und Ring-D-Acetatcarbonylgruppen ermoglicht. 
Zudem liefert sie uns Infomationen uber einen moglichen 
80-Austausch uber Uro'gen I11 hinaus, also nach Einbau 

der ersten beiden Methylgruppen an C-2 und C-7 in die 
Biosynthesezwischenstufe Pracorrin 2. Wie in Abschnitt 3.1 
erwahnt, wird Uro'gen I11 in Gegenwart von SAM durch 
M-1 effizient zu Trimethylpyrrocorphin C-methyliert. In Tri- 
methylpyrrocorphin sind die Signale fur alle vier Acetat- 
carbonylgruppen im 13C-NMR-Spektrum sauber aufgelost. 
Nachdem wir nun das Trimethylpyrrocorphin aus [I -13C. 

1 -' '0,lALA unter Zuhilfenahme des erforderlichen Enzym- 
satzes in H,160 hergestellt hatten, ergab die Analyse der 
"0-gestorten 13C-NMR-chemischen Verschiebungen fur 
die Acetat- und Propionatcarbonylgruppen im Produkt, daD 
kein Austausch des " 0  durch I 6 0  des Losungsmittels statt- 
gefunden hatte. Der Austausch des Ring-A-Acetatcarbonyl- 
0-Atoms in Cyanocobalamin gegen Wasser aus dem Me- 
dium erfolgt aus diesem Grund zum groDten Teil in einer 
Zwischenstufe nach Pricorrin 2. Zum einen ist dieses Er- 
gebnis[671 von Bedeutung, wed sich auf diese Weise der ge- 
naue Zeitpunkt des Austausches bestimmen la&. Zum ande- 

ren dient es dazu, das weitere Schicksal des "0 der 
Carbonylgruppen in Uro'gen I11 zu verfolgen. Eine von die- 
sen Carbonylgruppen konnte vielleicht dazu veranlaDt wer- 
den, I 6 0  unter stark alkalischen Bedingungen abzufangen. 
Dies ware ein Nachweis fur die moglichen, bereits disku- 
tierten Lacton-Zwischenstufen bei der Entstehung von 
Uro'gen 111. 

Betrachten wir noch einmal den Mechanismus der Corrin- 
Biosynthese, so steht nunmehr fest, da13 das Ring-A-Acetat 
(C-27) mindestens einmal vor und/oder wahrend der Ring- 
kontraktion eine Gerustfunktion ubernimmt und dann 
durch Hydrolyse an C-27 freigesetzt wird. Das Ring-D-Ace- 
tat aber wird - entgegen einer fuheren H y p o t h e ~ e I ~ ~ ~  - weder 
direkt hydrolysiert, noch nimmt es am Hydrolyseschritt teil, 
auch wenn es moglicherweise an der Ketalbildung des 
19-Acetylsystems beteiligt ist (Abb. 21). 

6. Evolution des Porphyrin-Corrin-Weges. 
Warurn Typ III? 

,,in solving a problem of this sort, 
the grand thing is to be able to reason backwards. '' 

,,A Study in Scarlet" 

Vergleicht man primitive Anaerobier mit den (anaeroben) 
photosynthetisierenden und aeroben Mikroorganismen, so 
scheint es sicher zu sein, da13 fur die Corrin-Biosynthese du- 
ale oder parallele Biosynthesewege existieren (Abb. 23). Die 
nachfolgenden biochemischen Ablaufe konnten durch die 
,,Praregi~tration"[~~I eines prabiotischen Corrintemplats 
sehr wohl in Richtung einer Typ-111- statt einer Typ-I-Welt 
gelenkt worden sein. Denn die Gene der Uro'gen-III-Synthe- 
se waren fur die anschlieDende Ringkontraktion, die eine 
Nachbarstellung der beiden Acetat-Seitenketten in Ring A 
und DL4'] im Uro'gen I11 verlangt, erforderlich. 

Zu dem Zeitpunkt, als Ham, Chlorophyll und die Cyto- 
chrome als Cofaktoren fur Sauerstofftransport, Photosyn- 

photosynthetisierende Organismen 

Chromatium vinosum 
R. spheroides -02 } K O + +  

Aerobier 

P. denitrificans - Pracorrin 6x 
I 

6y- I NADPH 8, ,/' , Hydrogenobyrinsiiure 
I 

Anaerobier 

P .  shermanii 
C .  tetanomorphwn 
Methanogene 
Salmonella 

/ 
-002 

co++ 

Cobyrinsaure 
Abb. 23. Paralleie (oxidative und metallfreie) Wege zu den Corrinen in Bakte- 
rien. 
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these bzw. 0,-Aktivierung notwendig wurden, fie1 die Wahl 
der Natur auf Uro'gen 111, da dieses Templat bereits als Be- 
standteil der Corrin-Synthese unter genetischer Kontrolle 
vorhanden war. All diese faszinierenden Fragen lassen sich 
nur schwer direkt beantworten. Aber selbst im Kontext der 
,,modernen" BIZ-Biosynthese bietet die Dualitat der Biosyn- 
thesewege (mit oder ohne Sauerstoff) eine Spur fur die evolu- 
tionare Praferenz, die man heute eher lateral als vertikal 
sehen muI3. 

7. Epilog 

.,It is a capital mistake to theorize 
before you have all the evidence. ' I  

,,A Study in Scarlet" 

Dieser Aufsatz zur Biosynthese des Vitamins B,, hat deut- 
lich gezeigt, wie sich unsere friiheren Vorstellungen und die 
seinerzeit verfugbaren Techniken zur experimentellen Kla- 
rung mechanistischer Probleme der B,,-Biosynthese ein- 
schlieBlich der Isolierung der nach Uro'gen 111 auftretenden 
Zwischenstufen im Laufe von 25 Jahren und im Licht unse- 
rer Erfahrung gewandelt haben. Die moderne Gentechnik 
und NMK-Spektroskopie haben es uns schlieBlich moglich 
gemacht, den zuvor undurchdringbaren Schleier des Ge- 
heimnisses zu luften, der uber dem von der Natur gewahlten 
Weg zu Vitamin B,, lag. Aber selbst mit den heute verfiigba- 
ren hervorragenden Methoden, die wir der Physik und der 
Biologie verdanken, bleiben einige Schritte der Biosynthese 
noch immer im Verborgenen. Wahrscheinlich bedarf es wei- 
terer technischer Fortschritte, urn die noch verbliebenen fas- 
zinierenden Probleme - die enzymatische Methylierung der 
Kohlenstoffatome C-1 und C-17, die ,,black box" der King- 
kontraktion-Desacetylierung und schlieI3lich den Cobaltein- 
bau - zu losen. Der Anfang vom Ende scheint allerdings in 
Sicht. Viele Uberraschungen sind uns auf diesem Weg begeg- 
net. Unsere Achtung vor den eleganten, fein aufeinander 
abgestimmten Prozessen, die die ratselhafte Verbindung zwi- 
schen Porphyrinoiden und Corrinoiden ausmachen, ist dabei 
gestiegen. Das alte Sprichwort ,,Hoffnungsvoll reisen ist bes- 
ser als ankommen" gibt eine treffende Beschreibung unserer 
Reise zu den Corrinen: In mehrfacher Hinsicht werden wir 
hoch erfreut, und doch auch betriibt sein, wenn die letzten 
Ratsel der Vitamin-B,,-Enzymologie gelost sind. 

Unsere Expedition auf dem oftmals muhseligen Weg der 
Entratselung der B ,  ,-Biosynthese wurde von meinen friiheren 
Doktoranden, Postdoktoranden und technischen Mitarbeitern 
begleitet und ermoglicht. Sie alle haben an dieser schwierigen, 
aber lohnenden Suche mit groJer Sachkenntnis tatkruiftig mit- 
gewirkt. In chronologischer Reihenfolge, beginnend mit dem 
Jahr 1967, waren dies: Dr. D. White (heute Upjohn), Dr. 
C. A .  Townsend (Johns Hopkins), Dr. K. Okada (Nagoya), 
Dr. M .  Kajiwara (Tokio), Dr. R.  1 Cushley (Victoria, B.C.), 
Dr. E. Lee (Seoul), Dr. B. Yagen (Jerusalem), Dr. N .  Geor- 
gopapudakou (Roche), Dr. K. S.  Ho (Massachusetts), Dr. S. 
Klioze (Hoechst), Dr. G. H. Temme (Dow), Dr. I. M .  Armi- 
tage (Yale), Dr. S.-L. Lee (Corning), Dr. T Takahashi (Ju- 
pan), P. Demou (Yale), Dr. D. Pctrocine (New York), Dr. K.  
Kang (Korea), Dr. H. Klein (Koln), Dr. A .  Gossauer (Fri- 
bourg), Dr. A .  1 Irwin (Ontario), Dr. S. K. Chung (Korea), 
Dr. K.  Obata ( f )  (Japan), Dr. P. L Whitman (New Jersey), 
Dr. G. Burton (Buenos Aires), Dr. H. Nordlov (Stockholm), 

Dr. P. Fagerness (Upjohn), Dr. S.  Hosozawa (Otsuka Co.), 
Dr. H. Matsumoto (Daiichi Co.), Dr. 1 B. Hansen (Kopen- 
hagen), Dr. K. Shishido (Japan), Dr. J.  N.  S.  Evans (Pull- 
man, Washington), Dr. N .  E. Muckenzie (Tucson), Dr. R .  L. 
Baxter (Edinburgh), Dr. A. Boyd (Edinburgh), Dr. R.  C. 
Davies (Edinburgh), Dr. I. Ichinose (Japan), Dr. 7: Oh-hama 
(Japan), Dr. S .  K. Grant (Merck), Dr. P. Karuso (Austra- 
lien), Dr. 71 Hoshino (Japan), Dr. K. Clemens (Scripps Insti- 
tute), Dr. A .  R. Jacobson (Cambridge, Mass.), Dr. P. Ynn- 
Hin (Houston) und Dr. D. Becker (Israel). 

Besonderer Dank gilt meinen Kollegen, den Professoren G. 
Miiller (Stuttgart), P. M.  Jordan (London) und L Roth 
(Utah). Zu Dank verpflichtet bin ich auch meiner jetzigen 
Gruppe von hochmotivierten jungen Mitarbeitern, deren jiing- 
ste Entdeckungen den Hauptteil dieses Artikels ausmachen: 
Drs. P. J.  Santander, R. Danso-Danquah, M .  D. Gonzalez, 
M .  J.  Warren, K.  Iida, C. Pichon, ?: Xue, P. Nayar und J.  B. 
Spencer, ,ferner B. P .  Atshaves, K .  Campbell, S. Estrada, N .  
Anousis, C. Min, S. Ozaki und J.  Park. Standigen Rat erhiel- 
ten sie bei ihren molekularbiologischen, enzymologischen und 
NMR-spektrnskopischen Studien von den Drs. Charles Roess- 
ner, Neal Stolowich und Howard Williams. Herr Y: Gao war 
unermudlich bei der Betreuung der NMR-Gerate. Unsere Ar- 
beiten wurden von den National Institutes of Health (NIH) ,  
der National Science Foundation ( N S F ) ,  der Robert A .  Welch 
Foundation, dem Science and Engineering Research Council 
(SERC, GroJbritannien) und der NATO groJzugig gefordert. 
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