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Das meiste auf der Erde biologisch produzierte Methan
entsteht durch die Decarboxylierung von Acetat sowie aus
CO2 +H2, Formiat, Methanol und/oder Methylamin. Diese
Prozesse werden von methanogenen Archaeen katalysiert,
die in strikt anaeroben Sedimenten, Kl�ranlagen und im
Verdauungstrakt von Tieren leben.[1] Daher war das Vor-
kommen von Methan-ges�ttigtem oxischem Meerwasser ein
seit langem ungekl�rtes Problem der Biogeochemie. Vor
kurzem konnte dieses Problem durch die Entdeckung von
Methylphosphonat (Me-P) und die Aufkl�rung seiner Bio-
synthese in Nitrosopumilus maritimus, einem h�ufigen Ar-
chaeon der offenen See, gelçst werden. Die bekannte Hy-
drolyse von Me-P durch viele aerob wachsende Bakterien,
z. B. Escherichia coli, liefert Methan und Phosphat. Obwohl
die Chemie der Methylierung von Phosphit zu Me-P und
dessen Hydrolyse sehr einfach zu sein scheint, waren die
biochemischen Wege bis zur Publikation von drei Arbeiten
der Arbeitsgruppen Metcalf und van der Donk im Jahr 2012[2]

sowie der von Raushel in den Jahren 2011 und 2013 unbe-
kannt.[3]

Die nat�rlich vorkommenden Phosphonate stammen vom
Phosphoenolpyruvat (PEP), das zu 3-Phosphonopyruvat iso-
merisiert. Decarboxylierung f�hrt zu Phosphonoacetaldehyd,
der von NADH zu (2-Hydroxyethyl)phosphonat reduziert
wird. Die abschließende Spaltung zu Bicarbonat und Me-P
wird von einer FeII-haltigen Dioxygenase katalysiert.[2] Vor
etwa zwanzig Jahren wurde gezeigt, dass Zellsuspensionen
von Escherichia coli die Umsetzung von chiralen (R)- und (S)-
[1-2H1,1-3H]Ethylphosphonaten zu > 50% racemischen (R)-
und (S)-[1-2H1,1-3H]Ethanen katalysieren. Dieser Befund
wurde mit einem intermedi�ren Ethylradikal erkl�rt, an das
ein H-Atom unter Retention der Konfiguration mit fast der
gleichen Geschwindigkeit addiert wird wie die der Drehung
des Methylenradikals um die C-C-Bindung.[4]

Die erste Arbeit der Raushel-Gruppe[3a] beschreibt die
Expression aller 14 Gene des Me-P-Clusters aus E. coli ; vier
davon wurden als inaktive rekombinante Proteine erhalten,
die mit Glutathion-S-transferase fusioniert waren, um die
Reinigung zu erleichtern und ihre Stabilit�t und Lçslichkeit
zu erhçhen. Die Proteine wurden mit mçglichen Substraten
gemischt, und die Reaktionen wurden mit dem Blutgerin-
nungsfaktor Xa gestartet. Diese Protease spaltet die Trans-
ferasedom�ne ab und setzt das aktive Enzym frei. Zun�chst
reagiert Me-P mit ATP zu Adenin und 5-Triphospho-a-d-ri-
bose-1-Me-P, das anschließend zu Diphosphat und 5-Phos-
phoribose-1-Me-P (1; Schema 1) hydrolysiert. Diese unter
physiologischen Bedingungen irreversible Hydrolyse ge-
w�hrleistet die vollst�ndige Umsetzung des Me-P zum Ri-
bosederivat 1, das als „aktives Me-P“ bezeichnet werden
kann. Die n�chste Stufe wird von der eigentlichen C-P-Lyase
katalysiert, die mit S-Adenosylmethionin (SAM) und dem
Reduktionsmittel Dithionit als Kofaktoren Methan und 5-
Phosphoribose-1,2-cyclophosphat (4) bildet. 4 hydrolysiert
abschließend zu Ribose-1,5-bisphosphat, aus dem ATP re-
synthetisiert wird. Energetisch gesehen ist diese Methanoge-
nese sehr kostspielig, da sie pro mol Methan 3ATP, 1PEP und
1NADH verbraucht. Im Unterschied dazu ist die anaerobe
Methanogenese ein exergonischer Prozess, der ATP f�r das
Wachstum der Zellen liefert.[1] Diese �berlegung wirft die
Frage nach der biologischen Rolle des Me-P auf. Metcalf et al.
fanden es mit Kohlehydraten der Zellw�nde von N. maritimus
verestert. Der Abbau der Zellw�nde liefert Phosphat, einen
wichtigen N�hrstoff im oligotrophen Meereswasser.[2]

Der Bedarf von katalytischen Mengen an SAM und Di-
thionit f�r die Aktivit�t der C-P-Lyase l�sst auf ein Glycyl-
radikalenzym schließen. Zu dieser Familie gehçren sechs
Enzyme, die je ein Glycylradikal in ihrer Polypeptidekette
enthalten. Bei Zugabe des Substrats oxidiert das Glycylradi-
cal einen Cysteinrest zum Thiylradikal, dem Katalysator der
Radikalreaktion, z. B. die Spaltung von Pyruvat mit Coen-
zymA (CoA) zu Acetyl-CoA und Formiat.[5] Andere Gly-
cylradikalenzyme katalysieren die Reduktion von Ribonu-
cleotiden zu 2’-Desoxyribonucleotiden,[6] die Decarboxylie-
rung von 4-Hydroxyphenylacetat,[7] die Dehydratisierung von
Glycerin[8] und die Addition von Fumarat an Toluol[9] oder
Alkane.[10] Das Glycylradical wird durch die Wirkung einer
spezifischen Aktivase erzeugt, die einen [4Fe-4S]2+-Cluster
enth�lt, der von drei Cysteinresten in einem konservierten
Sequenzmotiv CX3CX2C (C = Cystein, X = beliebige Ami-
nos�ure) koordiniert wird. Dieses Motiv ist in tausenden
SAM-Radikalenzymen gefunden worden. Nach Bindung von
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SAM an das vierte Eisenzentrum des reduzierten [4Fe-4S]+-
Clusters wird ein Elektron vom Cluster an das Sulfoniumion
�bertragen, wodurch das Molek�l in Methionin und ein 5’-
Desoxyadenosylradikal (Ado-CH2C) fragmentiert. Dieses
Radikal abstrahiert den Si-Wasserstoffatom des spezifischen
Glycinrests, wobei 5’-Desoxyadenosin (Ado-CH3) und das
aktive Glycylradikalenzym entstehen, das in Abwesenheit
von Sauerstoff eine unbeschr�nkte Zahl von Umsetzungen
katalysieren kann.

Die C-P-Lyase enth�lt vier konservierte Cysteinreste, die
aber nicht in das oben genannte Sequenzmotiv passen.[3b]

Ortsspezifische Mutagenese jedes einzelnen Cysteinrests zu
Alanin ergab, dass drei der Cysteinreste einen [4Fe-4S]2+-
Cluster koordinieren, w�hrend der vierte, Cys272, eine kata-
lytische Funktion hat. Wie beim Aktivator der klassischen
Glycylradikalenzyme fragmentiert SAM zu Methionin und
Ado-CH2C, das das Re-Wasserstoffatom von Gly32 desselben
Proteinmolek�ls abstrahiert (Schema 1). Dies wurde durch
Wachstum des C-P-Lyase produzierenden E.-coli-Stammes
auf 20 mm (R)-[2-2H1]Glycin gezeigt. Das gebildete Glycyl-
radikal oxidiert Cys272 zum Thiylradikal, welches den Phos-
phonat-P-Atom des 5-Phosphoribose-1-Me-P (1) unter Bil-
dung eines kovalent gebundenen Thiophosphonatradikals 2
angreift. Die Fragmentierung dieses Radikals zu 5-Phospho-
ribose-1-thiophosphat (3) erzeugt ein Methylradikal, das
umgehend das Si-Wasserstoffatom von Gly32 einf�ngt und so
Methan unter Retention der Konfiguration liefert. Ein in-
tramolekularer Angriff der 2-OH-Gruppe von 5-Phosphori-
bose-1-thiophosphat am Thiophosphat entl�sst das Produkt 5-
Phosphoribose-1,2-cyclophosphat (4) vom Enzym. Der jetzt
freie Thiolrest von Cys272 kann zusammen mit dem Glycyl-
radikal einen neuen Umsatz (turnover) starten, ohne ein
weiteres SAM zu beanspruchen. Mit dem „mutierten“ Sub-
strat 5-Phospho-2-desoxyribose-1-Me-P konnte die Thio-

phosphat-Zwischenstufe abgefangen und identifiziert wer-
den.[3b]

Dieser neue Mechanismus beginnt so wie bei der Pyruvat-
Formiat-Lyase, in der der Glycinrest nur das Radikal spei-
chert und nach Bildung des Thiylradikals die Katalyse als
Zuschauer betrachtet. Dagegen spielt hier das Thiylradikal
nicht nur die Rolle des Radikalstarters, sondern partizipiert in
der kovalenten Katalyse, w�hrend derselbe Glycinrest das
vierte H-Atom des Methans liefert. Beide Funktionen wer-
den getrennt von den Re- und Si-Wasserstoffatomen von
Gly32 ausgef�hrt. So abstrahiert Ado-CH2C das Re-Wasser-
stoffatom von vorne (Schema 1), und wenn nun Cys272 sein
H-Atom von derselben Seite addiert, muss sich das Methyl-
radikal von der R�ckseite n�hern. Damit werden Glycylra-
dikal- und Methanbildung durch einen Winkel von ca. 1098
voneinander getrennt.[3b]

Der Mechanismus der C-P-Lyase liefert ein schçnes Bei-
spiel f�r eine konvergente Evolution. Es besteht keine Se-
quenz�hnlichkeit zwischen der C-P-Lyase und der Pyruvat-
Formiat-Lyase + Aktivator. Somit haben beide Lyasen sehr
wahrscheinlich keinen gemeinsamen Ursprung, sondern nut-
zen nur das gleiche Glycylradikal, das durch den captodativen
Effekt stabilisiert wird. �berraschenderweise ist die C-P-
Lyase mit dem komplizierteren Mechanismus ein viel klei-
neres Protein (281 Aminos�uren) als die Pyruvat-Formiat-
Lyase (810) + Aktivator (308).
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Schema 1. Mçglicher Mechanismus der C-P-Lyase (aus Lit. [3a]). Ado-CH3 = 5’-Desoxyadenosin. Das Glycylradikal, das in der Reaktion 2!3 gebil-
det wird, leitet den n�chsten Umsatz ein.
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