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Zwischenprodukte im Katalysezyklus von Methyl-Coenzym-M-
Reduktase: Das Muster des Isotopenaustauschs ist in Einklang
mit der Bildung eines o-Alkan-Nickel-Komplexes**

Silvan Scheller, Meike Goenrich, Stefan Mayr, Rudolf K. Thauer und Bernhard Jaun*

Der letzte Schritt der biologischen Methanbildung wird in
allen methanogenen Archaea durch das nickelhaltige Enzym
Methyl-Coenzym-M-Reduktase (MCR) katalysiert.!] Dabei
werden die beiden Substrate Methyl-Coenzym M (CHj;-S-
CoM) und Coenzym B (CoB-SH) in Methan und das ent-
sprechende Heterodisulfid (CoB-S-S-CoM) umgewandelt
(Schema 1).
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Schema 1. Die in methanogenen Archaea von der Methyl-Coenzym-M-
Reduktase katalysierte Reaktion und die Struktur der prosthetischen
Gruppe F430. Aus dem natiirlichen Substrat Methyl-Coenzym M wird
Methan, aus dem nichtnatiirlichen Substrat Ethyl-Coenzym M wird
Ethan gebildet.

MCR ist aus drei verschiedenen Proteinketten als C,-
symmetrischer a,B,y,-Komplex aufgebaut.”! Jede der beiden
aktiven Stellen enthélt ein Molekiil des Nickel-Hydrocor-
phinats F430 (1).”! Das Enzym ist nur dann aktiv, wenn das
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zentrale Nickelion im Oxidationszustand Ni' vorliegt,™ und
es ist seit langerem bekannt, dass das vierte Wasserstoffatom
im Produkt Methan urspriinglich aus dem wissrigen Medium
stammt.”! Mit Substratanaloga und Inhibitoren konnten zwar
verschiedene Enzymzustinde mit Ni-H-,'! Ni-C-["! und Ni-S-
Bindungen® durch ESR-Spektroskopie charakterisiert
werden, aber es ist bisher nie gelungen, ein Zwischenprodukt
auf dem natiirlichen Katalyseweg spektroskopisch zu beob-
achten. Der Mechanismus dieser ungewohnlichen Reaktion
ist deshalb nach wie vor unbekannt.

‘Wir berichten hier, dass MCR den Einbau von Deuterium
aus dem Medium nicht nur in das Produkt Methan, sondern
auch in das Substrat katalysiert. Untersuchungen mit stabilen
Isotopen zeigen, dass (mindestens) ein Zwischenprodukt ge-
bildet wird, in dem die C-S-Bindung gebrochen ist, und iiber
welches die Kohlenstoff-gebundenen Wasserstoffatome der
S-Alkyl-Gruppe des Substrats mit Deuterium aus dem Lo-
sungsmittel austauschen konnen.

In Assays mit reinem Enzym (MCR-I), CH;-S-CoM und
CoB-SH in deuteriertem Medium entstand gemi 'H-NMR-
Spektroskopie nicht nur CH;D (das erwartete Produkt),
sondern in signifikanter Menge auch CH,D, (siche Abbil-
dung S1.1 in den Hintergrundinformationen).”*! Um zu
kliaren, ob die Bildung von CH,D, auf den Einbau von D ins
Substrat zuriickzufiihren ist, wurde auch das Substrat nach
Teilumsatz '"H-NMR-spektroskopisch untersucht. Es zeigte
sich, dass die S-Methyl-Gruppe von Methyl-Coenzym M tat-
sdchlich partiell deuteriert wird: Nach einem Umsatz von
54 % enthielt das nicht umgesetzte Substrat 4.8% CH,D-S-
CoM (Schema 2; fiir Bedingungen und Spektren sieche Ab-
schnitt 1.2 der Hintergrundinformationen).!"”
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Schema 2. Bildung von doppelt markiertem Methan und Deuterium-
austausch in die S-Methyl-Gruppe von Methyl-Coenzym M durch Inku-
bation mit MCR in D,O.

Das nichtnatiirliche Substrat Ethyl-Coenzym M wird von
MCR in Ethan umgewandelt,'!! allerdings etwa 200-mal
langsamer als das natiirliche Substrat Methyl-Coenyzm M in
Methan.!"! Wenn Ethyl-Coenzym M unter gleichen Bedin-
gungen wie Methyl-Coenyzm M mit Enzym in D,O inkubiert
wurde, fanden wir wiederum Deuteriumeinbau ins Substrat,
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zu unserer Uberraschung allerdings an beiden Kohlenstoff-
zentren der S-Ethyl-Gruppe. Nach 2 Minuten Reaktionszeit
hatte sich erst ca. 1% des Substrats in Ethan umgewandelt,
wihrend das nicht umgesetzte Ethyl-Coenzym M bereits
9.0% CH;CHD-S-CoM und 15.2% CH,DCH,-S-CoM ent-
hielt. Nach 32 Minuten konnte eine Mischung von 11 Iso-
topologen von Ethyl-Coenzym M nachgewiesen werden (z. B.
10.8% CHD,CD,-S-CoM und 4.9% CD;CHD-S-CoM). Ab-
bildung 1 stellt die Molenbriiche der einzelnen Isotopologen
als Funktion der Reaktionszeit dar.

—e— CH,CH,-S-CoM
~a— CH,DCH,-S-CoM
~+ CH,CHD-S-CoM
~e— CH,DCHD-S-CoM
~+— CHD,CH,-S-CoM
~#- CH,CD,-S-CoM

Molenbruch /%

—e— CHD,CHD-S-CoM
—— CH,DCD,-S-CoM
—=— CD,CH,-5-CoM
-+~ CHD,CD,-S-CoM
~+— CD,CHD-S-CoM

0 5 10 15 20 25 30
t/min

Abbildung 1. Bildung der 11 durch "H-NMR-Spektroskopie nachweis-
baren Isotopologen von Ethyl-Coenzym M als Funktion der Inkubati-
onszeit mit MCR-l in deuteriertem Medium bei 60°C. Die Bestimmung
der Molenbriiche erfolgte tiber "H{?H}-NMR-Spektren. CD;CD,-S-CoM
ist iber "H-NMR-Spektroskopie nicht nachweisbar (siehe die Hinter-
grundinformationen fiir experimentelle Bedingungen).

Da ein direkter Austausch von Deuterium in die Me-
thylgruppe von Ethyl-Coenzym M mechanistisch wenig
plausibel schien, untersuchten wir, ob die beiden Kohlen-
stoffatome innerhalb der Ethylgruppe unter MCR-Katalyse
die Plitze tauschen. Wenn spezifisch *C-markiertes Substrat
(CH;"CH,-S-CoM) in nicht-deuteriertem Puffer mit MCR
bei 60°C inkubiert wurde, zeigte sich, dass die *C-Markie-
rung innerhalb von 32 Minuten praktisch statistisch zwischen
den beiden Positionen innerhalb der Ethylgruppe verteilt
worden war. Dieser Austausch folgte einer Kinetik pseudo-
erster Ordnung mit einer Halbwertszeit von ca. 4 Minuten
(siehe Abbildung S1.3 in den Hintergrundinformationen).

Um die Beziehung zwischen Deuteriumeinbau und Koh-
lenstoffumlagerung abzukldren, wurden Experimente mit
CH;"*CH,-S-CoM in deuteriertem Puffer durchgefiihrt. Nach
2 Minuten Inkubation waren die monodeuterierten Isotopo-
mere in folgendem Verhiltnis entstanden: CH;"*CHDS-CoM
(82%); CH,D"CH,-S-CoM (0.0%); “*CH;CHD-S-CoM
(0.0%); "“CH,DCH,-S-CoM (12.9%). Nach 8 Minuten
wurden die dideuterierten Isotopomere zu Anteilen gefun-
den, die nahezu den statistisch erwarteten Verhiltnissen von
1:3 und 1:1 entsprechen: CH;”CD,-S-CoM (1.18%) und
BCHD,CH,-S-CoM (3.43%) sowie “CH,DCHD-S-CoM
(4.71%) und CH,D"*CHD-S-CoM (4.84 %) (siche Abbildung
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S1.5 in den Hintergrundinformationen). Diese Verteilung
beweist, dass Deuterium jeweils an demjenigen Kohlenstoff-
atom eingebaut wird, das im Substrat an das Schwefelatom
gebunden ist, und dass der Einbau von D in die Methylgruppe
iber den Positionstausch der Kohlenstoffatome -erfolgt.
(Abbildung S1.4 in den Hintergrundinformationen zeigt die
Molenbriiche aller nachgewiesenen Isotopologen als Funkti-
on der Inkubationszeit.)

Das hier gefundene Muster fiir den Isotopenaustausch ist
identisch zu demjenigen, das Periana und Bergman fiir den
Hydridoethylrhodium-Komplex [Cp*(PMe;)Rh(Et)(D)] be-
schrieben haben.'”! Sie beobachteten, dass der Deuterido-
[1-*Clethyl-Komplex beim Erwirmen auf —80°C zum Hyd-
rido-[1-°C, 1-*H]ethyl-Komplex umlagert. Ab —25°C begann
ein Austausch zwischen dem urspriinglich *C-markierten o-
Kohlenstoff- und dem (-Kohlenstoffatom, wobei auch hier
das Deuteriumatom gemeinsam mit der *C-Markierung
wanderte (Schema 3).
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Schema 3. Die von Bergman! fur [(H) (Et)RhCp*(PMe;)] vorgeschla-
genen Bindungsverschiebungen iiber einen o-Alkan-Komplex stimmen
mit dem Muster des MCR-katalysierten Isotopenaustauschs fiir
CH,"CH,-5-CoM in D,0 uberein.

Wir haben die von MCR katalysierte Reaktion kiirzlich
auch in der umgekehrten Richtung beobachtet.™ In einem
entsprechenden Konkurrenzexperiment wurden Methan mit
einer Aktivitit von 0.011 Umg ' zu Methyl-Coenzym M und
Ethan mit 0.00074Umg ' zu Ethyl-Coenzym M umgesetzt
(sieche die Hintergrundinformationen fiir Details). Beide
Umkehrreaktionen sind also viel langsamer als der hier be-
schriebene Isotopenaustausch in die Substrate (ca. 1 Umg™
fir Methyl-Coenzym M und 10 Umg™' fiir Ethyl-Coen-
zym M). Daraus folgt, dass die Bildung von CH,D, aus
Methyl-Coenzym M in D,O fast ausschlieBlich iiber Deute-
riumaustausch ins Substrat erfolgt und nicht iiber die Riick-
reaktion und doppelten Durchlauf. Der Deuteriumaustausch
erfolgt auf dem Katalyseweg, bevor die Produkte gebildet
werden, was zwangsweise die Existenz (mindestens) eines
Intermediats erfordert. Dieses kann entweder zuriick zum
Substrat oder vorwirts zum Produkt reagieren. Schema 4
stellt fiir die beiden Substrate die minimalen Reaktionsprofile
unter Beriicksichtigung der beobachteten Verhéltnisse zwi-
schen Substratdeuterierung und Produktbildung dar.

Im Zwischenprodukt ist die C-S-Bindung durch eine C-D-
Bindung ersetzt,* womit bereits alle C-H(D)-Bindungen des
Produkts gebildet sind. Wihrend die genauen Bindungsver-
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Schema 4. Minimale Reaktionsprofile fir a) Methyl-Coenzym M und

b) das nichtnatiirliche Substrat Ethyl-Coenzym M. Die angegebenen
Energieunterschiede der Ubergangzustinde beruhen auf den gemesse-
nen relativen Geschwindigkeiten fiir Deuteriumeinbau und Produktbil-
dung.

héltnisse offen bleiben miissen, stimmen die hier beschrie-
benen Resultate mit den Erwartungen fiir einen o-Alkan-
Komplex als Zwischenprodukt tiberein (Schema 5). Friiher
vorgeschlagene Mechanismen fiir die Katalyse durch
MCRI™ ! gingen stets von der Annahme aus, dass am Ni-
ckelzentrum nur eine proximale axiale Koordinationsstelle
fiir die Bindung der Substrate zur Verfiigung steht. Ein Me-
chanismus iiber Nickel(hydrido)alkyl- und Nickel-o-Alkan-
Zwischenstufen, wie er hier diskutiert wird, wiirde dagegen
zwei Koordinationsstellen in cis-Anordnung erfordern. Aus
ESR-Studien mit Substratanaloga ist bekannt, dass mit der
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Bindung des zweiten Substrats eine deutliche Konforma-
tionsinderung des Enzyms einhergeht.') MCR-Formen mit
koordinativ verzerrtem Hydrocorphin sowie Hydrid und
Thiolat als benachbarten Liganden am Nickelzentrum
wurden ESR-spektroskopisch charakterisiert.[*® Diese Be-
funde deuten darauf hin, dass Mechanismen, die zwei be-
nachbarte Koordinationsstellen beanspruchen, nicht unrea-
listisch sind.

In der - ebenfalls von MCR katalysierten — umgekehrten
Reaktion muss die sehr starke C-H-Bindung von Methan
aktiviert werden. Hier ist die Annahme, dass als erstes Zwi-
schenprodukt ein Nickel-o-Alkan-Komplex gebildet wird,
besser in Einklang mit Ergebnissen fiir die C-H-Aktivierung
durch Ubergangsmetallzentren'”! als die stark endotherme
(70 kJmol™") Abstraktion eines H-Atoms aus Methan durch
ein Thiylradikal, wie dies die Umkehr des von Siegbahn und
Mitarbeitern aufgrund von DFT-Rechnungen vorgeschlage-
nen Mechanismus erfordern wiirde.>!¥! Es muss an dieser
Stelle aber betont werden, dass das Muster des Isotopenaus-
tauschs, das wir hier fiir die methanbildende Richtung be-
schreiben, qualitativ auch mit dem von Siegbahn vorge-
schlagenen Mechanismus iibereinstimmt (siche Abbil-
dung S1.6 in den Hintergrundinformationen). Die experi-
mentellen relativen Geschwindigkeiten von Deuteriumein-
bau und Produktbildung hingegen sind nicht mit den durch
DFT berechneten Energien der Ubergangszustinde in
Lit. [15¢] vereinbar.

Unsere Resultate zeigen, dass die von der Methyl-Coen-
zym-M-Reduktase katalysierte Reaktion sowohl fiir das na-
tiirliche Substrat Methyl-Coenzym M als auch fiir das nicht-
natiirliche Ethyl-Coenzym M iiber mindestens ein Zwi-
schenprodukt verlduft, in dem die C-S-Bindung gebrochen ist.
Die Wasserstoffatome der S-Alkyl-Gruppe des Substrats
konnen tiber dieses Zwischenprodukt mit Deuterium aus dem
Medium austauschen. Da das gefundene Muster des Isoto-
penaustauschs mit dem fiir einen [(H)(Alkyl)RhCp*(L)]-
Komplex beobachteten iibereinstimmt, schlagen wir vor,
sowohl fiir die Methanbildung als auch fiir die anaerobe
Funktionalisierung von Methan Mechanis-
men mit (o-Alkan)Ni-F430- und (H)(Al-
kyl)Ni-F430-Komplexen als Zwischenstu-
fen in Betracht zu ziehen (Schema 5). Mit
Ausnahme der von Schlangen wund
Schwarz!"! beobachteten Aktivierung von
CH, durch Ni(H)(OH)" in der Gasphase ist
uns allerdings kein Prézedenzfall einer C-
H-Aktivierung durch spite Ubergangsme-
talle mit ungerader Elektronenzahl (Ni,
d’) bekannt. Die biologische Bedeutung
der MCR-katalysierten Reaktionen und
das groB3e Interesse an milden C-H-Akti-
vierungsmethoden konnten ein Ansporn
sein, die katalytische Reaktivitdt solcher
Metallzentren vermehrt zu untersuchen.

CoB—S\
S—CoM
HaC-CHoD

— | —

Komplex

Schema 5. Hypothetische Mechanismen der MCR-katalysierten Reaktionen. Dargestellt ist

der Fall des [C1'-"*C]-markierten (rot) nichtnatiirlichen Substrats Ethyl-Coenzym M fiir die Re-
aktion in deuteriertem Medium. Der dquatoriale Makrocyclus des Hydrocorphin-Liganden ist
schematisch als dicke Linie gezeichnet; in den Ni"'-Zwischenstufen symbolisiert der Knick
den koordinativ verzerrten Makrocyclus eines Nickel-Komplexes mit zwei benachbarten Koor-
dinationsstellen fiir das Substrat.
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