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Ungewohnliche Alkylierungsreaktionen in der Natur und die Aufklirung
ihrer Mechanismen

Martina Glasenapp-Breiling und Franz-Peter Montforts*

Eine Vielzahl enzymatischer Methylierungen in der Bio-
synthese unterschiedlicher Naturstoffklassen erfolgt mit dem
Vitamin-B,,-Derivat Methylcobalamin 1a unter Inversion der
Konfiguration der iibertragenen Methylgruppen.[!! Der ste-
reochemische Ablauf, nachweisbar durch den Einsatz chiraler
Methylgruppen (CHDT), beweist den Mechanismus einer
Sx2-Reaktion, wobei die Methylgruppen durchweg auf reak-
tive nucleophile Zentren iibertragen werden.

In jlingster Zeit mehren sich Beispiele fiir ungewohnliche
Methylierungen, bei denen die aus Methionin 2 stammenden
Methylgruppen intakt und unter Nettoretention mit gesittig-
ten, nicht aktivierten Kohlenstoffatomen verkniipft werden.
Die ersten Beobachtungen dieser Art machten Floss et al. bei
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Biosynthesestudien an Thienamycin 3 und Thiostrepton. Die
6"-Methylgruppe von 3 sowie die 4”-Methylgruppe der
Chinaldinuntereinheit 4 von Thiostrepton werden aus Me-
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thionin unter Retention iibertragen.?! Auch die Methylgrup-
pen der ungewohnlichen Aminosédureuntereinheiten tert-Bu-
tylglycin 5 und S-Methylphenylalanin 7 des peptidischen
Antibiotikums Bottromycin aus Streptomyces bottropensis
stammen aus Methionin 2.0!

OH
1
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H,C
H,C
H,C—13
H,C
HO CH,
CH, 4
* CH,
CH, Hacy\‘/cozH
H,C
NH,
5
CH,
*CH,
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Die stereochemische Analyse ergab, dass die Methylgrup-
pen selbst unter Erhaltung der Konfiguration auf Valin bzw.
Phenylalanin iibertragen werden und an den methylierten
Kohlenstoffatomen Inversion erfolgt. Eine dhnliche Methy-
lierung, die unter Retention beziiglich der eingefiihrten
Methylgruppe und unter Inversion am methylierten Zentrum
ablduft, wurde in Untersuchungen zur Biosynthese der
Lipidether Caldarcheol und Isocaldarcheol aus Archaebakte-
rien beobachtet.! Die ,normalen* Lipidether werden da-
nach, wenn die Mikroorganismen unter Stressbedingungen
kultiviert werden, zu Homocaldarcheol und Homoisocaldar-
cheol methyliert, in denen sich die zusitzlichen Methylgrup-
pen in der 13-Position des Bisphytanols 6 als nicht glyceri-
discher Alkoholkomponente der Lipide wiederfinden.

Verwandt mit diesen Methylierungen ist die Dimerisierung
von Palmitinsdure 8 zu Diabolinsdure 9 im Eubakterium
Butyrivibrio fibrisolvens (Schema 1). Diabolinsdure 9, die

H,C.__(CH,),COH
D><H

c
Do’ (CH,),,CO,H
o s
----- CH
Hy -D HO,C(CH,), 3

R 3 D
HO,C(CH,),5 CH,
8 9

Schema 1. Dimerisierung von Palmitinsdure 8 zu Diabolinsédure 9.
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zentrale Komponente der komplexen bakteriellen Lipide,
wird unter Inversion an beiden nicht aktivierten, miteinander
reagierenden Zentren der Palmitinsduremolekiile gebildet,
wobei Studien mit isotopenmarkierten Verbindungen erga-
ben, dass keine der benachbarten Methyl- oder Methylen-
gruppen in irgendeiner Weise an der Bildung der zentralen
C-C-Bindung beteiligt ist. Den von Arigoni et al. beobachte-
ten Bindungskniipfungen ist gemein, dass sie unter strikt
anaeroben Bedingungen erfolgen, wodurch die Beteiligung
von sauerstoffabhidngigen, dem Cytochrom-P,5, verwandten
Cofaktoren ausgeschlossen werden kann.

Fiir die Bildung von Diabolinsédure 9 schlugen Arigoni et al.
einen radikalischen Mechanismus vor — z. B. unter Beteiligung
von Coenzym B, 1d —, der im Hinblick auf das Vorkommen
von Corrinoiden in entsprechenden Mikroorganismen plausi-
bel ist (Schema 2).) Danach wird durch Homolyse einer

RG_D D__R
" i
—Co— + HQ}—H H>ﬁ H + —Co—
[ D P |
X y’  CH, ne'  H X
8 8
1~HX —HX J
D
R D
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[ cH baa T
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HC _/<H H J<CH3
9

Schema 2. Vorschlag fiir den Mechanismus der Bildung von 9.

Co-X-Bindung in einem alkylierten Cobalamin und nachfol-
gende H-Abstraktion aus dem Substrat 8 eine radikalische
Zwischenverbindung erzeugt, die unter Retention mit dem
Cobalt(i)-Komplex zum entsprechenden Alkylcobalamin
reagiert. Zwei der Palmitylcobalamine konnten dann in einer
enzymatisch kontrollierten stereoselektiven Reaktion zu
Diabolinsdure 9 dimerisieren. Dieser Reaktionsablauf wird
durch eine Modellreaktion gestiitzt, in der ein iiber eine Kette
von 5 CH,-FEinheiten an den Metallatomen verbriicktes
Biscobalamin (10) beim Erhitzen oder durch Bestrahlung
Cyclopentan 11 bildet (Schema 3).F!

Normalerweise methyliert Methylcobalamin 1a Nucleo-
phile nach einem Sy2-Mechanismus, wobei das Bindungs-
elektronenpaar der Kohlenstoff-Cobalt-Bindung von 1a im
Substitutionsschritt unter Bildung des Cobalt(1)-Komplexes 13
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Schema 3. Modellreaktion fiir den in Schema?2 gezeigten Reaktions-
ablauf.

- -
o z

auf das Metallzentralatom iibertragen wird (Schema 4).I- ¢l
Kréutler etal. wiesen Kkiirzlich erstmals in einer bisher
priazedenzlosen Modellreaktion nach, dass auch Alkylradika-
le in einer Sy2-Reaktion von Methylcobalamin (1a) methy-
liert werden, wobei das Metallzentralatom unter Bindungs-
spaltung zum Co"-Komplex 12 reduziert wird.[”

R 1a Nu
WH u
H™ "H h
+ +
|
|
N N:

12 13

Schema 4. Reaktion von Methylcobalamin 1a mit Radikalen und Nucleo-
philen.

Zum experimentellen Nachweis der Methylierung eines
Kohlenstoffradikals wurde ein Gemisch von Methylcobal-
amin (1a) oder seines Tris(deuteromethyl)-Derivats mit 2',2'-
Bis(ethoxycarbonyl)propylcobalamin 1b unter Sauerstoff-
und Lichtausschluss ca. 5 h auf 70°C erhitzt. Als Reaktions-
produkte wurden Ethyl-2-malonsédurediethylester 15 bzw. sein
entsprechend deuteriertes Derivat und 2,2-Dimethylmalon-
sdurediethylester im Verhiltnis 4.7:1 in 70 % Gesamtausbeute
erhalten (Schema 5). Das thermolabile Cobalamin 1b zerfillt
bereits bei Raumtemperatur unter Homolyse zu Cob(i1)-
alamin 12 und zum Bis(ethoxycarbonyl)propyl-Radikal 14
mit einer Halbwertszeit von ca. 50 min, wihrend sich Me-
thylcobalamin 1a selbst bei 130°C nur mit einer Halbwerts-
zeit von ca. 4 h zersetzt. Die Bildung von 15 aus 1a und 1b
kann danach auf eine Substitution des Cobaltcorrin-Teils von
1a durch das aus 1b erzeugte Alkylradikal 14 zuriickgefiihrt
werden. Die Abstraktion der Cobalt-gebundenen Methyl-
gruppe von la durch das primédre Alkylradikal 14 lasst sich
aufgrund von Abschétzungen der homolytischen Bindungs-
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Schema 5. Experimenteller Nachweis der Methylierung von Kohlenstoff-
radikalen.

dissoziationsenergien als sehr exothermer Reaktionsschritt
(AH® ~— 48 kcalmol )8l charakterisieren, der erfolgreich
mit der Rekombination des Radikals 14 mit dem Co'-Corrin
12 zu 1b konkurrieren kann. Die enzymatische Methyl-
iibertragung von la auf ein Kohlenstoffradikal sollte mit
entsprechend isotopensubstituierten Methylgruppen unter
Inversion beziiglich der Methylgruppen-Konfiguration ab-
laufen, also mit Nettoretention beziiglich Methionin, da
dieses zuvor seine Methylgruppe unter Inversion auf das
Metallzentralatom iibertréagt.
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