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Abstract: Benzylsuccinat-Synthase ist ein Glycylradikal-
Enzym, das den anaeroben Toluolstoffwechsel durch Addition
von Fumarat an die Methylgruppe des Toluols unter Bildung
von (R)-Benzylsuccinat einleitet. Zur Aufkl-rung der Frage,
ob die Reaktion unter Retention oder Inversion der Konfigu-
ration der Methylgruppe des Toluols verl-uft, wurden beide
Enantiomere von chiral markiertem Toluol synthetisiert. Diese
Enantiomere, die jeweils alle drei H-Isotope in ihren Methyl-
gruppen enthalten, wurden zu Benzylsuccinaten umgesetzt.
Aufgrund eines kinetischen Isotopeneffekts, der die Abstrak-
tion von 1H von den Methylgruppen beggnstigt, enthielten
diese Produkte an ihren benzylischen C-Atomen vorwiegend
2H und 3H. Die Analyse ihrer Konfiguration erfolgte durch
CoA-Thioester-Synthese und stereospezifische Oxidation mit
Enzymen, die am Abbau von Benzylsuccinat beteiligt sind.
Die Analyse der Konfigurationen der Benzylsuccinat-Isomere
gber den Verlust oder die Beibehaltung von Tritium zeigte, dass
die Reaktion der beiden Enantiomere mit Fumarat unter In-
version der Konfiguration der Methylgruppen verl-uft.

Das Glycylradikal-Enzym Benzylsuccinat-Synthase (BSS)
leitet den bakteriellen Toluol-Abbau unter anaeroben Be-
dingungen ein und ersetzt dabei Sauerstoff-abh-ngige Mono-
oder Dioxygenasen aerober Toluol-abbauender Organismen.
BSS gehçrt zu einer Vielzahl von kgrzlich entdeckten Enzy-
men, die radikalische Mechanismen fgr die Katalyse von
chemisch anspruchsvollen Reaktionen nutzen. Dargber
hinaus stellt die BSS einen Modellfall dar, wie radikalbasierte
biochemische Reaktionen mit strikter Stereospezifit-t ab-
laufen kçnnen.[1] BSS wird durch ein spezifisches aktivieren-

des Enzym, das zur Familie der „Radikal-SAM“-Enzyme
gehçrt und S-Adenosylmethionin bençtigt, in die Radikal-
Form konvertiert. Dabei wird ein konserviertes Glycin in der
katalytischen Untereinheit zu einem Glycylradikal oxidiert.
Die aktivierte BSS katalysiert anschließend die radikalische
Addition eines Fumarat-Cosubstrats an die Methylgruppe
von Toluol, die zur stereospezifischen Synthese von (R)-
Benzylsuccinat fghrt (1; Schema 1).[1] Der Reaktionsweg be-

ginnt mit dem Transfer eines Wasserstoff-Atoms von einem
konservierten Cystein im aktiven Zentrum auf das Glycyl-
Radikal, wodurch ein reaktives Thiyl-Radikal entsteht. Im
Fall von BSS wird angenommen, dass das Thiyl-Radikal ein
Wasserstoff-Atom von der Methylgruppe des Toluols ab-
strahiert und damit als Intermediat ein enzymgebundenes
Benzyl-Radikal erzeugt. Dieses addiert nachfolgend an die
Re-Re-Seite der Doppelbindung eines gebundenen Fumarats,
wobei als weiteres Intermediat ein (R)-Benzylsuccinyl-Radi-
kal entsteht. Dieses Radikal wird durch den Transfer eines
Wasserstoff-Atoms vom Cystein des aktiven Zentrums auf-
gelçst. Danach werden durch einen weiteren Wasserstoff-
Transfer der stabile Glycylradikal-Status der BSS wiederher-
gestellt, das Produkt abgegeben und neue Substrate gebun-
den (Schema 1).[2] Passend zum vorgeschlagenen Mechanis-
mus wird das zu Anfang abstrahierte Wasserstoff-Atom auf
das intermedi-re Produkt-Radikal im Modus einer syn-Ad-
dition zurgcktransferiert.[3]

In den letzten Jahren ist die BSS zu einem Modellfall fgr
viele paraloge Fumarat-addierende Enzyme geworden, die
aromatische oder aliphatische Kohlenwasserstoffe umset-
zen.[4] Hier untersuchen wir die „kryptische Stereochemie“[5]

Schema 1. Vorgeschlagener Mechanismus der BSS.
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der BSS gegengber der Methylgruppe des Toluols, d.h.,
ob die Reaktion zu einer Retention oder Inversion der
Konfiguration an dieser Gruppe fghrt. Diese Art von
Studien wurde erstmals 1969 mit chiralen Acetaten
durchgefghrt, die alle drei H-Isotope in ihren Methyl-
gruppen enthielten.[6] Fgr diese Studie haben wir beide
Enantiomere von chiral markiertem Toluol (chirale To-
luole) synthetisiert und mit 14C-markiertem Fumarat
enzymatisch zu Benzylsuccinat umgesetzt. Die Analyse
der jeweiligen stereochemischen Konfigurationen der
Benzylsuccinate erfolgte durch ihre weitere Umsetzung
mit den n-chsten beiden Enzymen des Toluol-Abbaus,
Benzylsuccinat-CoA-Transferase (BS-CT) und Ben-
zylsuccinyl-CoA-Dehydrogenase (BS-DH), die entwe-
der mit der Beibehaltung oder der Abspaltung des ra-
dioaktiven 3H-Atoms verbunden ist.

Unsere Experimente setzen einen starken prim-ren
kinetischen Isotopeneffekt (KIE) fgr die Reaktion der
BSS mit den beiden Toluol-Enantiomeren voraus, wobei
vorzugsweise der (1H)-Substituent abstrahiert wird und ste-
reochemisch definierte Isomere von [1-3H],(1-2H)Benzylsuc-
cinat angereichert werden. (Runde Klammern bezeichnen
volle Isotopen-Besetzung, eckige zeigen lediglich partielle
Besetzung an.) Da KIE-Werte bisher nur von einem anderen
BSS-Isoenzym von Thauera aromatica Stamm T1 bekannt
waren,[7] haben wir den KIE der BSS von T. aromatica
Stamm K172 bestimmt, die in dieser Studie verwendet wurde.
Mit (2H8)- und unmarkiertem Toluol wurden spezifische BSS-
Aktivit-ten von 4.0 bzw. 16 nmol min@1 (mgProtein)@1 ge-
messen, was einen KIE-Wert von 4.0 ergibt. Kontrollen mit
unmarkiertem Toluol und (2,3-2H2)Fumarat ergaben eine
spezifische Aktivit-t von 18 nmolmin@1 (mg Protein)@1. Wir
verwenden deshalb im Weiteren einen KIE-Wert zwischen 1H
und 2H von 4.0 anstelle der etwas niedrigeren Werte von 2.9
bis 3.1, die fgr die BSS vom Stamm T1 berichtet wurden.[7]

Nach der Swain-Schaad-Gleichung ist damit zwischen 1H und
3H ein KIE-Wert von 7.4 zu erwarten.[8] Die durchgefghrten
Experimente h-ngen tats-chlich vom intramolekularen KIE
der Toluol-Enantiomere ab, deren Werte etwas von den in-
termolekularen KIE-Werten abweichen, aber nicht zug-ng-
lich sind.[9] Dennoch sollten die relativ hohen Werte des in-
termolekularen KIE eine verl-ssliche Basis darstellen, um
signifikante Unterschiede zwischen den Umsetzungsproduk-
ten der beiden Toluol-Enantiomere zu erhalten und zu in-
terpretieren (siehe auch die Hintergrundinformationen fgr
eine QM-basierte Absch-tzung der KIE-Werte).

(R)- und (S)-[1-3H1],(1-2H1,1-1H1)Toluol (in der Folge (R)-
und (S)-Toluol genannt) wurden gber mehrere aufeinander-
folgende chemische und enzymatische Reaktionen syntheti-
siert (Schema 2). (1-2H1)Benzaldehyd wurde als Ausgangs-
material fgr (R)-Toluol durch Reduktion von Benzoes-ure zu
dideuteriertem Benzylalkohol synthetisiert, gefolgt von
MnO2-vermittelter Oxidation, die bei einer Ausbeute von
70.5% relativ zur eingesetzten Benzoes-ure zu (1-2H1)Benz-
aldehyd mit einem hohen Gehalt an 2H (99.3%) fghrte (siehe
Hintergrundinformationen). Um beide Toluol-Enantiomere
zu erhalten, fghrten wir zwei parallele Syntheseans-tze durch,
die entweder von unmarkiertem oder von (1-2H1)Benzalde-
hyd ausgingen, die in einer Reaktionssequenz von drei Stufen

zu den jeweiligen Toluol-Enantiomeren umgesetzt wurden.
Die erste Reaktion bestand in einer stereoselektiven Re-
duktion mit [3H]NADH durch Alkohol-Dehydrogenase aus
Hefe, die eine Re-Addition von 3H an die jeweiligen Benz-
aldehyd-Isotopologen katalysiert.[10] [3H]Formiat und Formi-
at-Dehydrogenase aus Candida boidinii wurden zur Gene-
rierung von [3H]NADH in situ eingesetzt (siehe die Hinter-
grundinformationen). Die erhaltenen Produkte aus dieser
Umsetzung waren die R-Enantiomere von [1-3H],(1-1H)- bzw.
[1-3H],(1-2H)Benzylalkohol, jeweils in einer Ausbeute von
72%. Anschließend wurden die jeweiligen isotopenmarkier-
ten Benzylalkohole mit unmarkiertem Benzylalkohol ver-
dgnnt, um genggend Stoffmenge fgr die folgenden Stufen
bereitzustellen. Diese Verdgnnung hat keine Auswirkung auf
die geplanten weiteren Experimente, da die 3H-markierten
Stereozentren, die fgr die Auswertung der Versuche ge-
braucht werden, bereits zuvor etabliert waren. Die markier-
ten Benzylalkohole wurden anschließend zu den entspre-
chenden Tosylaten aktiviert, die unter Inversion ihrer Kon-
figuration zu den gewgnschten Toluol-Enantiomeren redu-
ziert wurden.[11] Als Reduktionsmittel wurde dafgr entweder
LiAlH4 (fgr (R)-Toluol) oder LiAl(2H)4 (fgr (S)-Toluol) ein-
gesetzt (Schema 2). Die Endausbeuten waren 0.51 g
(5.4 mmol) (S)-Toluol mit 32.2 kBq Radioaktivit-t (spezifi-
sche Aktivit-t 6.0 kBqmmol@1) und 0.45 g (4.8 mmol) (R)-
Toluol mit 38,9 kBq Radioaktivit-t (spezifische Aktivit-t
8.1 kBqmmol@1). Dies entspricht ca. 24% in Bezug auf
die Ausgangsmengen an Benzaldehyd-Isotopologen. Die
Mengen und spezifischen Aktivit-ten der erhaltenen Toluol-
Enantiomere reichten aus, um bei der Reaktion der BSS klare
Unterschiede zwischen Retention und Inversion zu erhalten.

Die beiden Toluol-Enantiomere (100 Bq) wurden mit je
33 Bq 14C-markiertem Fumarat, wie bereits frgher berichtet,
durch 16-stgndige Inkubation unter anaeroben Bedingungen
bei Raumtemperatur mit Extrakten von T.-aromatica-Zellen,
die anaerob auf Toluol gewachsen waren, zu Benzylsuccinat
umgesetzt.[12] Danach wurden die Proben durch Zugabe von
HCl auf pH 1.5 eingestellt, und das gebildete Benzylsuccinat
wurde gber Festphasenextraktion gber eine Kieselgel-ba-
sierte C18-S-ule extrahiert. In verschiedenen Durchl-ufen der

Schema 2. Synthese der Enantiomere von chiral markiertem Toluol. Reagen-
tien und Lçsungsmittel: i) LiAlD4/Diethylether; ii) MnO2/CH2Cl2 ; iii) Alkohol-
Dehydrogenase aus Hefe und Formiat-Dehydrogenase/[3H]Formiat/NAD+/
aq. Phosphat-Puffer (pH 7.0) unter Argon; iv) p-Toluolsulfonylchlorid/K2CO3 ;
v) LiAlH4/Tetraglym; vi) LiAlD4/Tetraglym (detaillierte Beschreibung in den
Hintergrundinformationen). NAD = Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid.
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Versuche wurden spezifische Aktivit-ten an BSS zwischen 10
und 20 nmol min@1 (mgProtein)@1 ermittelt; die Benzylsucci-
nat-Ausbeuten pro Ansatz bewegten sich zwischen 0.32 und
0.54 mmol. Diese Produkte (2a/2b) sollten haupts-chlich die
2H- und 3H-Atome der ehemaligen Methylgruppen der
Toluol-Enantiomere enthalten (Abbildung 1), und ihre Ge-
halte an 3H und 14C wurden durch Szintillationsz-hlung ge-
messen. Die relative Beibehaltung oder Abspaltung von 3H
w-hrend der weiteren Umsetzungsreaktionen (Abbildung 1)
war damit auf der Basis der enthaltenen 3H/14C-Verh-ltnisse
einfach zu verfolgen.

Um die Konfigurationen der extrahierten Benzylsucci-
nate (2a/2b) zu bestimmen, wurden sie anhand des Stoff-
wechselwegs der b-Oxidation von Benzylsuccinat weiter
umgesetzt. Inkubation mit den gereinigten Enzymen BS-
CT[13] und BS-DH[14a] (Abbildung 1A) fghrte zur Aktivierung
zu den jeweiligen CoA-Thioestern 3 a/3b und der anschlie-
ßenden Oxidation zu den Benzylidensuccinyl-CoA-Thioes-
tern 4a/4b. Fgr diese Umsetzung wurde ein Gemisch aus BS-
CT der Toluol-abbauenden Bakterienart Geobacter metalli-
reducens und BS-DH aus T. aromatica eingesetzt. Die extra-
hierten, doppelt markierten Benzylsuccinate (2a/2b) aus den
umgesetzten Toluol-Enantiomeren wurden auf ihren Gehalt
an 3H und 14C gberprgft und unter Bedingungen, die eine
komplette Konversion zu Benzylidensuccinyl-CoA (4a/4b)
ermçglichen, mit den beiden Hilfsenzymen umgesetzt (siehe
Hintergrundinformationen). Die Reaktion war nach 3 h
komplett abgelaufen, was durch HPLC-Analyse der Produkte
best-tigt wurde (Daten nicht gezeigt). Aus den mit HCl auf
pH 1.5 anges-uerten Proben wurden die organischen Pro-
dukte durch eine weitere Festphasenextraktion erhalten und
wieder auf ihren Gehalt an 3H und 14C gberprgft. Die Er-
gebnisse zeigten, dass 75% des 3H-Gehalts von 2b, das sich
von (R)-Toluol ableitet, im entsprechenden Intermediat 4b
verloren gingen, w-hrend Intermediat 4a, das sich von (S)-
Toluol ableitet, noch 79 % des 3H-Gehalts von 2a beibehielt
(Abbildung 1B). Da BS-DH eine anti-Eliminierung der
Wasserstoff-Atome an C2 und C3 katalysiert,[14] zeigt dieser

Befund, dass die Konfiguration der Methylgruppe von Toluol
w-hrend der Synthese von Benzylsuccinat invertiert wird. Bei
KIE-Werten von 4.0 bzw. 7.4 fgr 1H/2H bzw. 1H/3H w-re ein
initialer Angriff der BSS auf 72 % der 1H-, 18 % der 2H- und
10% der 3H-Substituenten der Toluol-Enantiomere zu er-
warten.

Weil jeder anfangs abstrahierte 3H-Substituent im Verlauf
der BSS-Reaktion wieder auf Benzylsuccinat zurgckgbertra-
gen wird und von BS-DH dann nicht mehr abgespalten wird,
betragen die erwarteten Werte der 3H-Retention in Benzyl-
idensuccinyl-CoA 82 % (4a) und 28% (4b) fgr reines (S)-
bzw. (R)-Toluol. Die experimentell erhaltenen Werte von 79
und 25% (Abbildung 1B) sind vçllig konsistent mit den er-
warteten Werten bei einer Enantiomerenreinheit der einge-
setzten Toluol-Enantiomere von > 90 % (siehe Hintergrund-
informationen). Die mittleren Werte der 3H/14C-Verh-ltnisse
beider Paare der jeweiligen Benzylsuccinat- und Benzyl-
idensuccinyl-CoA-Intermediate (2a und 4a gegengber 2b
und 4b) wurden mithilfe eines gepaarten zweiseitigen t-Tests
als signifikant unterschiedlich bewertet (P< 0.05; Abbil-
dung 1B).

Dieselbe Stereospezifit-t der Fumarataddition an Toluol,
wie in dieser Studie nachgewiesen, war bereits aus der kgrz-
lich aufgekl-rten Rçntgenstruktur der BSS mit beiden ge-
bundenen Substraten und durch eine quantenmechanische
(QM-)Modellierungsstudie des BSS-Mechanismus vorherge-
sagt worden[15] (siehe Hintergrundinformationen, Abbildun-
gen S1 und S2). Das erhaltene Ergebnis ist ebenfalls konsis-
tent mit einer Studie zur Methylpentylsuccinat-Synthase,
einem Paralog der BSS, das am anaeroben Alkan-Abbau
beteiligt ist und Fumarat an die C2-Methylengruppe von n-
Hexan addiert.[4c] Mithilfe von chiral markiertem n-Hexan,
das an den C-2- und C-5-Positionen jeweils 1H- und 2H-Li-
ganden enthielt, wurde nachgewiesen, dass das gebildete
Methylpentylsuccinat-Addukt unter Inversion der Konfigu-
ration an C-2 bzw. C-5 entstanden ist.[16]

Abbildung 1. Analyse der Konfigurationen von Benzylsuccinaten aus chiral markierten Toluolen. A) Mçgliche Ergebnisse der Benzylsuccinat-Syn-
these mit den Toluol-Enantiomeren und der weiteren enzymatischen Umsetzung. B) 3H/14C-Verh-ltnisse in den Benzylsuccinaten und Benzyl-
idensuccinyl-CoA-Thioestern, die sich von den jeweiligen Toluol-Enantiomeren ableiten. Mittelwerte und Standardfehler stammen von vier unab-
h-ngigen Experimenten, bei denen jeweils drei parallele Messungen durchgeffhrt wurden. Die mittleren relativen Werte ffr die Beibehaltung von
Tritium in Benzylidensuccinyl-CoA entsprechen 25 % ffr (R)- bzw. 79 % ffr (S)-Toluol. Gestrichelte Linien zeigen die erwarteten Werte in den
jeweiligen Produkten ffr eine nicht-stereoselektive Reaktion oder eine Umsetzung mit racemischem 2a/2b. Die gesamte Radioaktivit-t in den
gemessenen Proben variierte zwischen 12–18 Bq 3H und 2–5 Bq 14C mit (R)-Toluol und zwischen 13–21 Bq 3H und 2–12 Bq 14C mit (S)-Toluol.
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