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Methylcorrinoide methylieren Radikale ± Ihr
zweiter biologischer Wirkungsmechanismus?**
HerveÂ Mosimann und Bernhard Kräutler*

Professor Rolf Thauer zum 60. Geburtstag gewidmet

Das Vitamin-B12-Derivat Methylcobalamin 1 und verwand-
te Methylcorrinoide sind fundamental wichtige metallorgani-
sche Methylierungscofaktoren.[1] In den bekannten Enzym-
reaktionen von 1 methyliert es durchweg Nucleophile in

nucleophilen Substitutionen (Schema 1, oben), welche auf
den heterolytischen Reaktivitäten der metallorganischen
Bindung der Methyl-CoIII- und der CoI-Corrinoide beru-
hen.[2, 3] Eingehenden Untersuchungen zufolge finden die
Methyl-Transferreaktionen der B12-abhängigen Methionin-
synthase über zwei nucleophile Substitutionsschritte (und
damit unter Netto-Retention der Konfiguration) statt, wobei
aus Homocystein und N5-Methyltetrahydrofolat Methionin
und Tetrahydrofolat gebildet werden.[4]

In den letzten Jahren haben biosynthetische Untersuchun-
gen bei archaebakteriellen Lipiden[5a] und den Antibiotika
Bottromycin,[5b] Thienamycin[6a] und Thiostrepton[6b] Hinwei-
se auf (bio)chemisch präzedenzlose Methylierungen (und
andere Alkylierungen) an gesättigten, unaktivierten Kohlen-
stoffpositionen ergeben. Bei diesen Methylierungen werden
die aus Methionin stammenden Methylgruppen intakt und
unter Netto-Retention der Konfiguration eingebaut.[5, 6]

Arigoni und Mitarbeiter haben dafür einen radikalischen
Methylierungsmechanismus mit Methylcorrin-Cofaktoren in
Betracht gezogen.[5a] Wir berichten hier über Experimente,

Schema 1.

welche erstmals die (sehr effiziente!) Methylierung von
Alkylradikalen durch 1 nachweisen (siehe Schema 1, unten).

Erhitzen einer sauerstofffreien, wässerigen Lösung von 2'-
Bis(ethoxycarbonyl)propylcobalamin 2[7] und Methylcobala-
min 1[1, 8] (1:2� 1.6:1) auf 70 8C (ca. fünf Stunden, pH 7,
Lichtausschluss) führte zur vollständigen Zersetzung von 2.
Nach Luftoxidation des Reaktionsgemisches im Dunkeln und
unter Zugabe von Kaliumcyanid wurden die organischen
Zersetzungsprodukte nach Extraktion mit Deuterochloro-
form[9] analysiert. Das 200-MHz-1H-NMR-Spektrum zeigte
Signale eines 4.6:1-Gemisches aus 2-Ethyl-2-methylmalon-
säurediethylester 3 und 2,2-Dimethylmalonsäurediethylester
4, entsprechend einer Gesamtausbeute von ca. 70 % (Sche-
ma 2). Ein analoges Experiment, in welchem statt 1 Trideu-
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teromethylcobalamin [D3]1 eingesetzt wurde, lieferte [D3]3
und 4 (4.7:1-Gemisch, ca. 70 % Ausbeute, Deuterierungsgrad
von [D3]3 : 95� 5 % laut NMR). Bei Raumtemperatur setzt
sich 2 in einer sauerstofffreien, wässerigen Lösung von 1 selbst
nach 17 Stunden nur zu etwa 30 % und unter Bildung eines ca.
3:1-Gemisches aus 3 und 4 um.

Das metallorganische Vitamin-B12-Derivat 2 ist eine ther-
misch labile Verbindung, die selbst bei Raumtemperatur
rasch unter Homolyse zu Cob(ii)alamin 5 und zum 2-Bis-
ethoxycarbonylpropyl-Radikal 6 zerfällt.[7, 10] In qualitativer
Übereinstimmung mit früheren Experimenten[7] beträgt die
effektive Halbwertszeit der thermischen Zersetzung von 2 in
wässeriger, sauerstoffgesättigter, pH-neutraler Lösung bei
27 8C ca. 50 min. In strikt sauerstofffreier, wässeriger Lösung
ist 2 (25 8C, pH 7) selbst nach ca. 20 Stunden nahezu un-
zersetzt (UV/Vis). In einem analogen Experiment bei 70 8C
wird 2 nach ca. sieben Stunden vollständig zu CoII-Corri-
nen (>90 %, UV/Vis) und 2,2-Dimethylmalonsäurediethyl-
ester (ca. 40 %) zersetzt.[11] Wässerige Lösungen von Methyl-
cobalamin 1 sind (in Abwesenheit von Licht und von Nucleo-
philen) bei Raumtemperatur fast unbegrenzt stabil. In Gegen-
wart des Radikalfängers 2,2,6,6-Tetramethylpiperidinyl-1-
oxyl (TEMPO) zersetzt sich 1 selbst bei 130 8C (in Ethylen-
glycol) nur mit einer effektiven Halbwertszeit von ca. vier
Stunden.[12] Bei der Thermolyse von 1 bei ca. 200 8C entstehen
Methan und Ethan (ca. 1:1).[13]

Unsere experimentellen Resultate sind darauf zurückzu-
führen, dass bei der Thermolyse von 2 in Gegenwart von 1 das
thermolabile 2 zunächst zum CoII-Corrin 5 und zum 2-Bis-
ethoxycarbonylpropyl-Radikal 6 zerfällt und die Abstraktion
der Cobalt-gebundenen Methylgruppe von 1 durch das
Radikal 6 dann zum organischen Methylierungsprodukt 3
führt (Schema 3).

Die vorgeschlagene Abstraktion der Cobalt-gebundenen
Methylgruppe von 1 durch ein primäres Alkylradikal (6) lässt
sich auf Grund von Abschätzungen der homolytischen Bin-
dungsdissoziationsenergien (BDE) als sehr exothermer Re-
aktionsschritt charakterisieren (DHo�ÿ 48 kcal molÿ1).[14]

Nach unseren Experimenten konkurriert die Abstraktion
der metallorganisch gebundenen Methylgruppe von 1 durch 6
erfolgreich mit der Rekombination von 6 mit dem CoII-Corrin
5 zu 2 (ebenfalls deutlich exotherme und vermutlich nahezu
diffusionskontrollierte Reaktion[16]). Wir führen die Bildung
von 3 aus 1 und 2 auf eine Substitution des Cobaltcorrin-Teils
von 1 durch das Alkylradikal 6 zurück. Derartige intermole-
kulare homolytische Substitutionen an einem direkt metall-
gebundenen gesättigten Kohlenstoffatom durch ein (kurzle-
biges organisches) Radikal waren bislang unbekannt,[17] wohl
aber solche mit (persistenten) Metall-Radikaloiden (wie
CoII-Komplexen etc.[18, 19]). Das Auftreten ähnlicher intramo-
lekularer Reaktionsmechanismen[17, 18] wurde früher für die
Bildung von (substituierten) Cycloalkanen aus metallorga-
nisch überbrückten B12-Dimeren,[20] wie auch aus Hexenyl-
Cobaloximen[18] vorgeschlagen. In den näher charakterisier-
ten Fällen wurde festgestellt, dass die homolytischen Substi-
tutionsreaktionen unter stereochemischer Inversion verlau-
fen.[17, 18]

Dank seiner charakteristisch geringen homolytischen Co-
C-BDE[12] hat 1 gegenüber Radikal(oid)en die Reaktivität

Schema 3.

eines ¹latentenª (persistenten) Methylradikals[19, 21] und sollte
ähnlich Coenzym B12 8 (der ¹reversibel wirkenden Quelle
eines Alkylradikalsª[23]) als Partner in biologischen Radikal-
reaktionen in Betracht gezogen werden. Der enzymatische
Methylgruppentransfer von 1 auf ein Kohlenstoff-zentriertes
Radikal sollte (bei entsprechender Isotopensubstitution)
unter Inversion der Methylgruppenkonfiguration ablaufen
(also unter Netto-Retention der Konfiguration bei Methio-
nin). In den genannten Fällen ungewöhnlicher biosyntheti-
scher C-Methylierungen ist die Methylgruppenkonfiguration
im Methylierungsprodukt dieselbe wie in der Biosynthese-
vorstufe Methionin.[5, 6] Unsere Untersuchungen unterstützen
damit die vorgeschlagene Beteiligung von Methylcorrinoiden
in radikalischen Kohlenstoff-Methylierungen bei Biosynthe-
sen.[5]

Die metallorganische Reaktivitätscharakteristik von Me-
thylcobalamin 1, einer biologisch wichtigen Verbindung zur
Methylierung von Nucleophilen,[2±4] ist also um jene eines
effizienten Methylierungsmittels von Radikalen zu erwei-
tern.[24] Methylcorrinoide sind damit auch als ¹latente Me-
thylradikaleª aufzufassen und sind geeignete Biosynthese-
Coenzyme für homolytische Methylierungen.

Experimentelles

Trideuteromethylcob(iii)alamin [D3]1: Herstellung nach Tollinger et al.[8]

unter Verwendung von Trideuteromethyliodid statt [13C]Methyliodid.
Deuterierungsgrad 98� 5% laut 1H-NMR und FAB-MS.

2'-Bis(ethoxycarbonyl)propylcobalamin 2 : Unter Luftausschluss (Hand-
schuhkasten, <10 ppm O2) wurde Aquocobalaminchlorid (200 mg,
0.145 mmol) in 5 mL wässeriger 0.1m LiClO4-Lösung an einer Quecksil-
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Inter-/intramolekulare Domino-
Carbolithiierung: eine vielseitige
Synthesemethode für Cyclopentane**
Xudong Wei und Richard J. K. Taylor*

Die Carbolithiierung von Alkenen und Alkinen ist für die
Synthese besonders nützlich, da neben einer neuen C-C-
Bindung auch eine lithiumorganische Verbindung gebildet
wird, die direkt oder nach Transmetallierung weiter umge-
setzt werden kann.[1±4] Bisher blieben derartige Reaktionen
zwar im Wesentlichen auf Alkene und Alkine beschränkt, die
durch Konjugation mit einer Carbonylgruppe oder ähnlichen
elektronenziehenden Gruppen aktiviert sind, aber für diese
Substrate sind zahlreiche Beispiele beschrieben. Mit der
Entwicklung verbesserter Verfahren zur Herstellung lithium-
organischer Reagentien[5] gab es in den letzten Jahren auch
bei der Carbolithiierung nichtaktivierter Alkene und Alkine

berelektrode zu Cob(i)alamin (UV/Vis) reduziert (ÿ1.1 V vs. 0.1n Kalo-
mel-Referenzelektrode (0.1 NCE), Ladungsverbrauch: 2.06 Fmolÿ1). Un-
ter Lichtausschluss wurden eine 0.5m wässerige Lösung von p-Toluolsul-
fonsäure (0.520 mL) und dann 2-Brommethyl-2-methylmalonsäurediethyl-
ester[25a] (0.178 mL, 0.867 mmol) in 1 mL Methanol zugegeben. Die
Elektrolyse wurde bei ÿ1.0 V vs. 0.1NCE 2.5 h fortgesetzt. Die Lösungs-
mittel wurden dann bei Raumtemperatur abgezogen. Der Rückstand
wurde in wenig Methanol gelöst, mit Aceton gefällt, mit Aceton gewaschen
und getrocknet: 231 mg 2-H� (als Tosylat; 94 % Ausbeute) als orange-
farbener Festkörper (enthielt noch 5 % Aquocobalamin). UV/Vis (H2O,
pH 2): lmax (lg e)� 451 s (3.76), 421 (3.78), 296 s (4.17), 285 (4.23), 266
(4.30); 1H-NMR (500 MHz, D2O, pD 2): d� 9.10 (s, 1 H), 7.55 (d, 2 H), 7.41
(s, 1H), 7.35 (s, 1H), 7.22 (d, 2 H), 7.04 (s, 1H), 6.40 (d, 1H), 4.82 (dd, 1H),
4.66 (dd, 1H), 4.62 (m, 1H), 4.58 (d, 1 H), 4.21 ± 4.15 (m, 1H), 4.07 (d, 1H),
3.92 ± 3.85 (m, 2H), 3.80 ± 3.72 (m, 4 H), 3.64 (dd, 1H), 3.43 (d, 1 H), 3.18
(dd, 1 H), 3.06 (dd, 1H), 2.77 ± 2.64 (m, 3 H), 2.45 ± 2.08 (m, 10H), 2.27 (s,
6H), 2.24 (s, 3H), 2.08 (s, 3H), 2.04 (s, 3H), 2.04 ± 1.89 (m, 5H), 1.80 ± 1.60
(m, 4H), 1.75 (s, 3 H), 1.53 (s, 3H), 1.40 (s, 3H), 1.30 (s, 3 H), 1.29 (d, 1H),
1.15 (s, 3H), 1.03 (d, 3H), 0.95 (t, 3 H), 0.86 (t, 3H), 0.54 (d, 1 H), 0.50 (s,
3H),ÿ0.07 (s, 3 H); FAB-MS (o-Nitrobenzylalkohol(NOBA)-Matrix): m/z
(%): 1518.5/1517.5/1516.5 (17/22/28) [M�H�], 1331.5/1330.5/1329.4 (38/76/
100) [M�H�ÿC9H15O4].

Thermolyse von 2 in Gegenwart von 1: 2-H� (30.0 mg 17% Wasser,
0.0135 mmol) wurde in 3 mL 10 mm Salzsäure gelöst. Das Lösungsmittel
wurde abgezogen und der Rückstand getrocknet. Analog wurde 1 (29.0 mg,
0.0216 mmol) in 5 mL Wasser gelöst und getrocknet. Unter Licht- und
Luftausschluss (Handschuhkasten, <10 ppm O2) wurden beide Verbin-
dungen in 4 mL 0.1m Phosphatpuffer (pH 7) gelöst. Die sauerstofffreie
Mischung wurde dann unter Lichtausschluss 5 h auf 70 8C erhitzt, dann
wurden 2 mL sauerstoffgesättigtes Wasser und 0.054 mL 0.5m wässerige
KCN-Lösung zugegeben und es wurde dreimal mit je 0.6 mL CDCl3

extrahiert. Der Extrakt wurde durch trockene Watte filtriert. 200-MHz-
1H-NMR-spektroskopisch identifizierte man ein Gemisch (4.6:1) aus 3[25b]

und 4.[25c] Die Gesamtausbeute (ca. 70%) wurde durch Vergleich mit dem
Restsignal des CHCl3 in CDCl3 (gegen Anthracen standardisiert) be-
stimmt. 3 : 1H-NMR (CDCl3, 200 MHz):[25b] d� 4.19 (q, J� 7.1, OEt), 1.92
(q, J� 7.5, Et-C(2)), 1.39 (s, CH3-C(2)), 1.25 (t, J� 7.1, OEt), 0.88 (t, J� 7.5,
Et-C(2)).

Thermolyse von 2 in Gegenwart von [D3]1: Mit [D3]1 statt 1 entstanden aus
2 2-(2,2,2-Trideuteroethyl)-2-methylmalonsäurediethylester [D3]3 und 4
(4.7:1, 71 %). [D3]3 : 1H-NMR (CDCl3, 200 MHz): 4.19(q, J� 7.1, OEt);
1.89(br. s, Et-C(2)); 1.39(s, CH3-C(2)); 1.25(t, J� 7.1, OEt).
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