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Biologische Methanbildung: Best-tigung des
Reaktionsmechanismus durch spektroskopische
Charakterisierung eines Schlgsselintermediats
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Anaerobe methanogene Archaeen produzieren jedes Jahr
etwa 1 Gt Methan,[1] das als Hauptbestandteil von Erdgas
sowie in Form von Methanhydrat abgelagert wird. Methan
wird außerdem in Bioreaktoren hergestellt und als Energie-
quelle genutzt, wirkt aber auch als starkes Treibhausgas. Die
steigende Methankonzentration in der Atmosph-re gibt An-
lass zur Besorgnis.[1]

Methanogene Archaeen verwenden zur Methanproduk-
tion H2 und CO2, Acetat und C1-Verbindungen wie Methanol,
Methylamine und Methylthiole.[1] Unabh-ngig vom jeweili-
gen Substrat wird der letzte Schritt der Methanbildung bei
allen methanproduzierenden Archaeen durch Methyl-Coen-
zym-M-Reduktase (MCR) katalysiert. MCR katalysiert die
Reduktion von Methyl-Coenzym M (methyl-S-CoM) durch
Coenzym B (CoB-SH) und bringt somit Methan und das
Heterodisulfid CoM-S-S-CoB hervor (Abbildung 1a). MCR
gibt es auch in anaeroben methanotrophen Archaeen, wo es
die Umkehrreaktion katalysiert, d.h. die anaerobe Oxidation
von Methan im ersten Schritt des Methanoxidationsmetabo-
lismus,[2] der an eine Sulfat-[3] oder Nitratreduktion[4] gekop-
pelt ist.

In diesen Hin- und Rgckreaktionen wird eine Kohlen-
stoff-Schwefel- bzw. eine Kohlenstoff-Wasserstoff-Bindung
durch aufwendige chemische Reaktionen gespalten.[3,5] Das
katalytische Zentrum der MCR (Abbildung 1b,c) enth-lt das
Nickelporphinoid F430. MCR ist nur dann aktiv, wenn das
Nickel im NiI-Oxidationszustand ist. Kristallstrukturen der
MCR in verschiedenen inaktiven Zust-nden wurden bereits
beschrieben. Der erste vorgeschlagene MCR-Katalyseme-
chanismus (Mechanismus I) basierte auf der Kristallstruktur
der MCRox1-silent-Form.[6] In diesem Modell greift das NiI des
F430 das Methyl-Coenzym M an, um Methyl-NiIII und das
CoM-Anion zu bilden (Abbildung 1b). Ein Elektron wird
von CoM-SH an Methyl-NiIII abgegeben, wodurch Methyl-
NiII und ein CoM-Thiylradikal gebildet werden, und an-
schließend folgt die Methanproduktion.[6, 7] Ein weiterer Ka-

talysemechanismus (Mechanismus II) wurde sp-ter vorge-
schlagen. Mechanismus II basierte ebenfalls auf der Kristall-
struktur von MCRox1-silent, jedoch wurde hier die Dichtefunk-
tionaltheorie (DFT) angewendet. In diesem Mechanismus
greift NiI Methyl-S-CoM an, und es entsteht ein Methylradi-
kal und CoM-S-NiII (Abbildung 1b).[7, 8] Daraufhin nimmt das
Methylradikal ein Wasserstoffatom von CoB-SH auf und
bringt so Methan und das CoB-Thiylradikal hervor. Der dritte
vorgeschlagene Mechanismus ist eine Variante des zweiten,
wobei NiI Methyl-S-CoM angreift und ein Methylanion her-
vorbringt, welches wiederum durch die Annahme eines Pro-
tons von CoB-SH Methan freisetzt.[7] Letztlich kann der tat-
s-chliche Katalysemechanismus experimentell nur durch die
An- oder Abwesenheit von charakteristischen Zwischenpro-
dukten der Katalyse ermittelt werden. Diese Zusammen-
h-nge wurden in der jgngsten Verçffentlichung von Wong-
nate et al. erstmals beschrieben.[7]

Wongnate et al.[7] identifizierten nach einem halben Um-
satz der MCR-Reaktion mittels spektroskopischer Methoden
CoM-S-NiII. Die Autoren nutzten UV/Vis-, EPR- und Ma-
gnetzirkulardichroismus(MCD)-Spektroskopie, um abgefan-
gene Zwischenprodukte in Stopped-Flow- und Rapid-
Quench-Systemen zu nachzuweisen. Einer der ausschlagge-
benden Faktoren fgr die Bestimmung der CoM-S-NiII-Zwi-
schenstufe war die Verwendung eines CoB-SH-Analogs, das
eine Hexanoylseitenkette anstelle einer Heptanoylseitenket-
te aufweist, wodurch die Reaktionsgeschwindigkeit herab-
gesenkt wurde. Leider wurde die Wiederausbildung des ak-
tiven Enzyms nach dem halben Umsatz nicht gezeigt. Die
Identifizierung von CoM-S-NiII nach halbem Ablauf der
Reaktion stgtzt das Modell des Methylradikal-abh-ngigen
katalytischen Mechanismus (Mechanismus II; Abbil-
dung 1b). Dargber hinaus konnten die Autoren das wich-
tigste Zwischenprodukt von Mechanismus I, Methyl-NiIII,
nicht nachweisen, obwohl die Lebensdauer dieses Zwi-
schenprodukts relativ lang sein sollte. Der experimentelle
Befund, dass die Reaktion nach Mechanismus II abl-uft,
wurde außerdem durch DFT-Rechnungen auf Basis der
Struktur des inaktiven Enzyms untermauert (siehe unten).
Diese Arbeit erbrachte einen bedeutenden Fortschritt fgr das
Verst-ndnis des katalytischen Mechanismus der MCR – es ist
aber noch nicht das Ende der Geschichte.

Um den vollst-ndigen Reaktionsmechanismus der MCR
zu entr-tseln, sind weitere Experimente nçtig. Beispielsweise
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muss die Kristallstruktur der aktiven Form von MCRred1 be-
schrieben werden. Bis heute basieren alle vorgeschlagenen
Mechanismen auf Kristallstrukturen inaktiver MCR-Formen.
Außerdem enth-lt die MCR viele modifizierte Aminos-uren
in der N-he des aktiven Zentrums, n-mlich vier methylierte
Aminos-uren, Didehydroaspartat[9] und Thioglycin, in dessen
Hauptkette der Sauerstoff gegen Schwefel ausgetauscht ist.[10]

Der Katalysemechanismus sollte das Vorhandensein dieser
Modifikationen erkl-ren kçnnen. Beim von Wongnate et al.[7]

vorgeschlagenen Katalysemechanismus ist das Heterodisul-
fid-Radikalanion CoM-S-S-CoB an das Ni des CoM-Schwe-
fels gebunden. In der experimentell bestimmten Struktur der
MCRsilent-Form ist CoM-S-S-CoB jedoch gber den CoM-Sul-
fonatsauerstoff an das Nickel gebunden und der Coenzym-B-
Anteil ist, wie bei der MCRox1-silent-Form, an den Eingang der
Kavit-t des aktiven Zentrums gebunden.[6] Bei einer Bindung
von Heterodisulfid w-re das Thiylradikal fgr einen Elektro-
nentransfer zu weit von F430 entfernt, wie bei der MCRsilent-
Form beobachtet wurde. Das legt nahe, dass die MCR im
abschließenden Stadium des Reaktionszyklus umfangreiche
Konformations-nderungen erf-hrt und/oder das Elektron
vom Heterodisulfidradikal auf F430-Nickel gber eine unbe-
kannte Elektronenkette gbertragen wird, welche in Stopped-
Flow-Studien nicht nachgewiesen werden kann.

Die Entschlgsselung des faszinierenden katalytischen
Mechanismus der MCR ist nicht nur fgr sich genommen
wichtig, sondern auch, weil wir damit grundlegende Infor-
mationen erhalten wgrden, die fgr den gezielten Entwurf ei-
nes Katalysators zur Spaltung der Kohlenstoff-Schwefel-
Bindung genutzt werden kçnnten. Die Verwendung eines
CoM-S-NiII-Zwischenschritts in der MCR-Reaktion l-sst die
Interpretation zu, dass in der Rgckreaktion, der anaeroben
Oxidation von Methan, das Methan vom CoB-Thiylradikal
angegriffen wird, um ein Methylradikal zu erhalten. Ist das
der Fall, kçnnte diese Entdeckung den Weg zur Entwicklung
eines perfekten biomimetischen Katalysators fgr die Oxida-
tion von Methan ebnen.
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Abbildung 1. Reaktion und vorgeschlagene katalytische Mechanismen
der MCR und der Struktur des aktiven Zentrums der MCR. a) Die von
MCR katalysierte Reaktion. b) Wichtigste Zwischenprodukte in zwei
vorgeschlagenen katalytischen MCR-Mechanismen. In Mechanismus II
ist das Methylradikal in Klammern gezeigt, da es nur kurzlebig vorhan-
den ist. c) Struktur des aktiven Zentrums des MCR-Isoenzyms I
(MCRox1-silent-Form) aus Methanothermobacter marburgensis (PDB:
5A0Y);[6] das aktive Zentrum enth-lt CoM-S-Ni(F430), CoB-SH, Thiogly-
cin, vier methylierte Aminos-uren und Didehydroaspartat.
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