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Vitamin B, : Wie das Problem seiner Biosynthese gelost wurde

Francis Blanche, Beatrice Cameron, Joel Crouzet, Laurent Debussche, Denis Thibaut,
Marc Vuilhorgne, Finian J. Leeper und Alan R. Battersby*

Vitamin B, , ist ein fiir die menschliche
Gesundheit essentielles Vitamin; Man-
gel an Vitamin B,, verursacht pernizi-
6se Andmie. Diese biologische Aktivitit
hat seit jeher groBes Interesse geweckt,
und seit Vitamin B,, als erster natiirli-
cher Organocobalt-Komplex entdeckt
und seine Molekiilstruktur durch Ront-
genbeugungsanalyse aufgeklirt wurde,
sind Chemiker und Biochemiker glei-
chermaBen von seiner komplexen Archi-
tektur fasziniert gewesen. Der organi-

weist an seiner Peripherie neben den re-
aktiven funktionellen Gruppen eine Viel-
zahl von stercogenen Zentren auf. Es
war diese Komplexitit, die Vitamin B,,
mit Recht zu einer extremen Herausfor-
derung fiir Synthetiker machte. Von
Mikroorganismen wird diese Synthese
in vivo unter vollstindiger Kontrolle
von Regio- und Stereochemie durchge-
flihrt. Wie machen die Mikroorganis-
men das? Dieser Aufsatz erzihlt die be-
merkenswerte Geschichte ganz. Die
Losung dieses biosynthetischen Ritsels

war nur in Gemeinschaft von Biologen
und Chemikern mdglich, die jeweils das
gesamte Methodenspektrum ihrer Dis-
ziplinen — von der Genetik bis hin zu
Synthese und NMR-Spektroskopie —
einbrachten. Fir zukiinftige Untersu-
chungen zur Biosynthese noch komple-
xerer natiirlicher Substanzen kann diese
Arbeit daher als Leitbild gelten.

Stichworte: Bioorganische Chemie -
Biosynthese - Vitamin B,,

L sche Ligand, der das Cobalt umgibt,

1. Einleitung

1993 markiert das Ende einer Ara der Erforschung der Bio-
synthese von Vitamin B,,, einem essentiellen Vitamin, dessen
Mangel perniziése Andmie verursacht. 25 Jahre experimenteller
Forschung waren nétig, um bis 1993 den vollstdndigen Biosyn-
theseweg aufzudecken, auf dem diese bemerkenswerte cobalt-
haltige Verbindung in Mikroorganismen aufgebaut wird. Das
war ein aufregendes Ereignis! Denn das B,,-Problem war im
Bereich der Biosynthese sicherlich die groBte Herausforderung
gewesen, weshalb es zuweilen auch als der ,,Mount Everest der
Biosyntheseforschung® bezeichnet wurde. Der Berg ist nun be-
zwungen, und zwar rechtzeitig zum 40. Jahrestag der Erstbestei-
gung des Mount Everest durch Hillary und Tenzing. Der
,,Aufstieg zum Gipfel verlief wihrend der vergangenen 25 Jah-
re anfangs als ein stetiger Anstieg. Wahrend dieser Phase wur-
den entscheidende Fortschritte gemacht und solide Basislager
errichtet. Wihrend der letzten zehn und insbesondere der letzten
fiinf Jahre erfolgte dann der spektakulére, rasche Aufstieg zum
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Gipfel. Es ist nun an der Zeit, den Ubersichtsartikel (,,Re-view*
from the top) zu publizieren, der gleichsam die Gipfelflagge
setzt. Wir wollen zeigen, wie der ,,Sturm auf den Gipfel* in einer
weitgehend europdischen Anstrengung gelang, und gleichzeitig
die Spannung einer wissenschaftlichen Verfolgungsjagd vermit-
teln, die voller Uberraschungen steckte. An den passenden Stel-
len unserer Darstellung werden wir Entscheidungen, Techniken
und experimentelle Ansétze schildern, die sich riickblickend als
besonders wichtig und entscheidend entpuppt haben. Der
Schliisselschritt war zweifellos die Wahl eines fiir die nachfol-
genden Experimente geeigneten B,,-Organismus, und es wird
deutlich werden, warum es keinen besseren als Pseudomonas
denitrificans hitte geben konnen. Von groBer Bedeutung war
auch die Entscheidung, die stattliche Reihe von Methoden, die
in der Biosyntheseforschung bereits angewendet wurden, um die
Méglichkeiten von Genetik und Molekularbiologie zu berei-
chern. Auf keinen Fall aber soll, wie es gelegentlich gern ge-
schieht, der Eindruck erweckt werden, als sei der Rest ganz
einfach, wenn erst einmal die Molekularbiologie steht. Das Ge-
genteil ist der Fall! Wie der Leser sehen wird, waren zu diesem
Zeitpunkt noch enorme Schwierigkeiten zu iiberwinden, und
der Weg durch diesen Irrgarten hing in betrdchtlichem MaBe
von der Entwicklung chromatographischer Techniken fiir die
Reinigung von Proteinen und wasserloslichen Intermediaten ab.

Niheres zu jedem dieser Schliisselelemente erfiahrt der Leser
im Laufe dieses Beitrags. Jedoch soll schon hier betont werden,
daB das B,,-Problem eine enorme Herausforderung darstellte
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und das Zusammenwirken vieler Disziplinen nétig war, um
dieses Problem zu l6sen. Zu nennen sind an dieser Stelle Genetik
und Molekularbiologie, Proteinchemie und Enzymologie, orga-
nische Synthese inklusive der Markierung mit radioaktiven und
stabilen Isotopen und schlief3lich, ein phantastisches Instru-
ment, die NMR-Spektroskopie.

Zu Beginn sollte noch darauf hingewiesen werden, daB das
B,,-System 1 (Cyanocobalamin) die Form ist, in der das Vit-
amin fiir medizinische und kommerzielle Zwecke isoliert wird;
1 und verwandte Derivate mit unterschiedlichen R-Gruppen
werden hiufig als Cobalamine bezeichnet. Die wichtigste bio-
logisch wirksame Spezies ist das Coenzym Adenosylcobalamin
2 mit einem Adenosylrest anstelle der Cyanogruppe im
Vitamin B,,. Spéter soll gezeigt werden, wann und wie dieser
Rest eingebaut wird.

H,NOC

1 R=CN
HO ©OH
2 R=
CH, N._N
4 [N
N~z

NH,

2. Die Grundlagen werden gelegt: Entdeckung der
ersten drei spezifischen B, ,-Zwischenstufen

Vitamin B,, 1 gehort zu einer Familie von strukturell ver-
wandten und biologisch bedeutenden Pigmenten, zu der auch

das Hdm, das sauerstoffiibertragende Zentrum des Himoglo-
bins, und das fiir die Photosynthese verantwortliche Chloro-
phyll gehdren. Die Biosynthese all dieser sogenannten ,,Pig-
mente des Lebens* folgt zunichst derselben Spur. Sie beginnt
mit S-Aminoldvulinsiure (ALA) 4 (Schema 1), die im Falle von
Pseudomonas aus Succinyl-CoA 3 und Glycin™! biosynthetisiert
wird (dies gilt auch fiir Tiere, Hefen und photosynthetisierende
Bakterien). In Pflanzen und einigen anderen Bakterien ist das
Ausgangsmaterial Glutaminsdure. Zwei Molekiile 4 werden zu-
nédchst zu Porphobilinogen (PBG) § kondensiert; anschlieBend
werden vier Molekilile PBG § durch das Enzym Desaminase
ohne Umlagerung in einer Kopf-Schwanz-Anordnung zu Hy-
droxymethylbilan (HMB) 6 verkniipft'?!. Danach lduft ein faszi-
nierender, durch Cosynthetase katalysierter Ringschluf3- und
UmlagerungsprozeB!?) ab, bei dem Uroporphyrinogen III
(Uro’gen III) 7 entsteht. Dieser Makrocyclus wird in lebenden
Systemen strukturell modifiziert. Dabei werden in einer Reihe
von enzymatischen Schritten, angefangen mit Decarboxylierun-
gen und Oxidation, Him und Chlorophyll aufgebaut. Dies gilt
nicht fiir B, 1: Sein Biosyntheseweg trennt sich von dem der
anderen Pigmente auf der Stufe von Uro’gen III 7. Durch Expe-
rimente mit Propionibacterium shermanii fand man heraus, daf3
diese Abweichung durch die C-Methylierung von 7 — via Me-
thyliibertragung aus S-Adenosylmethionin (SAM) — ausgeldst
wird. Der Informationsgewinn aus diesen Untersuchungen war
zwar betrdchtlich; wir werden uns hier jedoch auf die Schilde-
rung derjenigen Erkenntnisse beschrénken, die fiir das Ver-
stindnis des Ganzen wesentlich sind. Alle Gbrigen Ergebnisse
dieser Arbeiten sind in Ubersichtsartikeln dargestellt’®! in de-
nen auch vollstindige Literaturangaben zu dieser Phase der
Forschung zu finden sind.

Normalerweise wird Pr. shermanii auf einem cobalthaltigen
Medium gezogen. Man kann diese Zellen aufschlieBen und so
eine Priparation 16slicher Enzyme freisetzen, mit der, zusam-
men mit den notigen Cofaktoren, aus einfacheren Vorldufern
wie PBG § die Cobyrinsdure 11 hergestellt werden kann (Sche-
ma 1). Bemerkenswert in 11 ist die direkte Verkniipfung von
Ring A und Ring D - ein charakteristisches Merkmal des Cor-
rin-Ringsystems. Cobyrinsdure 11, ein spéter Vorldufer von B,
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Schema 1. Der Biosyntheseweg von Succinyl-CoA 3 zu Priicorrin-3A 10.

1in Pr. shermanil, enthilt, wie auch B, ,, den vollstindig aufge-
bauten Corrin-Makrocyclus. Vermutlich geht die Biosynthese
bei Verwendung der Enzympriparation aus aufgebrochenen
Zellen nicht weiter als zur Cobyrinsiure, weil das Enzym, das
fiir den nichsten Schritt auf dem Weg zu B,, notwendig ist,
entweder zerstort wurde, aus der 16slichen Proteinpriparation
verlorengegangen ist oder keinen Cofaktor mehr hat. In diesem
Zusammenhang kénnte von Bedeutung sein, dal das/die fiir die
spiteren Amidierungen der Carboxygruppen verantwortli-
che(n) Enzym(e) wenig stabil ist/sind. Diese Enzyme libertragen
in Pr. shermanii NH, aus der Amidgruppe des Glutamins™!,
Die Entdeckung, daB der Biosyntheseweg von B,, von dem
des Hims durch C-Methylierung von Uro’gen III 7 abzweigt,
beruhte auf einem Experiment, das die Frage untersuchte, was
passiert, wenn Pr.-shermanii-Zellen unter striktem Ausschluf
von Cobalt gezogen werden. Die verbliiffende Antwort lautete,
daB die Zellen nun nicht mehr Cobyrinsdure 11 biosynthetisie-
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ren, sondern stattdessen drei neue Substanzen
auftreten. Diese konnten entweder auf ihrer ur-
spriinglichen Oxidationsstufe oder (nach Luft-
oxidation) als ihre aromatischen Derivate iso-
liert werden. Um die Strukturen all dieser Ver-
bindungen aufzukliren, bedurfte es groBerer
Anstrengungen, und die Ergebnisse erméglich-
ten es, die Reihenfolge der nichsten drei, iiber
7 hinausgehenden Intermediate festzustellen.
Zuerst wird Uro’gen 111 7 an C-2 unter Bildung
von Précorrin-1'°! 8 methyliert (Schema 1). Im
néchsten Schritt methyliert dieselbe Methylase
an C-7 die Verbindung 8 und bildet dabei Pri-
corrin-2 9. Eine zweite Methylase fithrt dann
eine dritte Methylgruppe ein, und es war die
erste einer ganzen Reihe von Uberraschungen,
daB3 die Methylierung an C-20 stattfand und
Pricorrin-3A 10 ergab.

Durch eindeutige Markierungsexperimente
konnte bewiesen werden, daB Pricorrin-3A 10
in Cobyrinsdure 11 umgewandelt wird, wenn
man es mit dem vollstindigen Enzymsystem
aus normalen, auf einem cobalthaltigen Me-
dium gezogenen Pr.-shermanii-Zellen inku-
biert. Damit ist klar, dal bei AusschluB von
Cobalt aus wachsenden Pr.-shermanii-Zellen
die Biosynthese auf der Stufe von Pracorrin-3A
10 unterbrochen wird. Eine verniinftige Erkla-
rung dafiir ist, daB in diesem Organismus die
Insertion von Cobalt in den Makrocyclus auf
dieser oder nahe dieser Stufe stattfindet. Diese
Hypothese konnte in jiingeren Untersuchun-
gen bestitigt werden, die in einem Fall auf In-
korporationsexperimenten mit Cobaltkomple-
xen der aromatisierten Derivate von 9 und 10
basierten'!, im anderen Fall auf einer neuarti-
gen Anwendung der Pulsmarkierung mit drei
Isotopen (13C, 1#C, 8°Co) unter Verwendung
normaler Pr.-shermanii-Zellen!".

Gegenwirtig weill man erst wenig iiber die
Enzyme des B,,-Weges in Pr. shermanii. Das
wird sich in den kommenden Jahren sicherlich

andern; zur Zeit liegt allerdings noch keines der Enzyme in
gereinigter Form vor, und nur die erste, oben beschriebene Me-
thylase konnte bislang angereichert werden (50fach)!®l. Mit Ps.
denitrificans, dem Organismus, auf den wir uns in dieser Uber-
sicht konzentrieren wollen, verhilt es sich ganz anders; bei-
spielsweise sind die beiden entsprechenden Methylasen, die die
Umwandiung von Uro’gen III 7 in Pricorrin-3A 10 bewirken,
gut charakterisiert (siche Abschnitt 11, Tabelle 2).

Ein Vergleich der Struktur von Pridcorrin-3A 10 mit der von
Cobyrinsdure 11 zeigt, daB zusdtzlich zum Einbau von Cobalt
viele weitere Biosyntheseschritte erforderlich sind, bevor man zu
Cobyrinsidure 11 gelangt. Dazu gehdren: a) Ringkontraktion, b)
weitere C-Methylierungen, c¢) Decarboxylierung des Acetatre-
stes an C-12 und d) mégliche Anderungen der Oxidationsstufe.
Vor dem endgiiltigen ,,Gipfelsturm* gelang es, wichtige Er-
kenntnisse beziiglich der Schritte a) und b) zu gewinnen. Durch
Mehrfach-Markierungsexperimente im MikromaBstab konnte
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nachgewiesen werden, dal3 bei der Ringkontraktion (Schritt a)
C-20 und seine benachbarte Methylgruppe als Essigsdure abge-
spalten werden. Was Schritt b) betrifft, so war die bereits er-
wihnte Technik der Pulsmarkierung dazu eingesetzt worden,
um die Reihenfolge der Ankniipfung der zusitzlichen fiinf Me-
thylgruppen zu bestimmen, die bendtigt werden, um Cobyrin-
sdure 11 zu bilden. Diese Methode hatte man urspriinglich ent-
wickelt, um nachzuweisen, daf3 die vierte Methylgruppe an C-17
eingefithrt wird. Weitere Experimente zeigten, dal3 als fiinfte die
C-12 a-Methylgruppe in 11 eingebaut wird, gefolgt von der an
C-1. Mit Sicherheit werden als letzte und ungefihr gleichzeitig
die Methylgruppen an C-5 und C-15 eingebaut.

Der Leser kennt den Anfang des B, ,-Biosyntheseweges nun
aus der Vogelperspektive: Er beginnt bei Succinyl-CoA 3, das
aus dem Primirmetabolismus stammt, und verlduft iber ALA
4 bis hin zu Pricorrin-3A 10, wobei jede Zwischenstufe und die
Reihenfolge ihres Auftretens bekannt sind (Schema 1). Dann
klafft eine gewaltige Liicke auf, bevor wir zu Cobyrinsdure 11
gelangen. Wir wissen aber, daf} irgendwo zwischen 10 und 11
Essigsiure abgespalten wird, und auch die Reihenfolge der letz-
ten fiinf Methylierungen steht fest (17, 12a, 1, 5/15).

Natiirlich wurden wihrend all der Jahre grof3e Anstrengun-
gen unternommen, um neue auf Pricorrin-3A 10 folgende Zwi-
schenstufen aus Pr.-shermanii-Zellen zu isolieren, jedoch ohne
den geringsten Erfolg! Vom heutigen Standpunkt 148t sich riick-
blickend sagen, daB Pr. shermanii fir diese Untersuchungen
nicht der am besten geeignete Organismus war, da die Stufen
jenseits von Pricorrin-3A 10 méglicherweise schwer zu handha-
bende Cobaltkomplexe enthalten. Aus dieser Sackgasse heraus
muBte ein neuer Weg gefunden werden, und gliicklicherweise
ergab er sich bei der Untersuchung des aeroben Organismus
Pseudomonas denitrificans. Mit SC510!! entdeckte man einen
Stamm, der mit dem industriell genutzten Stamm eng verwandt
ist und grofie Mengen an B, , produziert. Die Produktivitit von
SC510 konnte gegenitber der des Ausgangsstamms MBS80
durch zahlreiche chemische und physikalische Schritte der Mu-
tagenese entscheidend verbessert werden!!. Eine hohe B, ,-Pro-
duktion bedeutet auch ein hohes MaB an entsprechenden Enzym-
aktivitidten. Das ist ganz offenkundig von groBem Vorteil fiir
Arbeiten zur Tsolierung und Charakterisierung von Enzymen
und ebenso fiir damit zusammenhingende Biosyntheseuntersu-
chungen. Die Enzymaktivitdten sind in Wildtypstimmen nor-
malerweise recht niedrig; bestenfalls werden wenige Zehntel
Milligramm des Vitamins pro Liter Kultur produziert. Der
Wechsel zu Ps. denitrificans unter gleichzeitiger Ausnutzung der
Moglichkeiten von Genetik und Molekularbiologie erwies sich
im nachhinein als entscheidend fiir den Fortgang unserer Unter-
suchungen, und zwar auf eine Weise, die unsere Erwartungen
weit libertraf.

3. Die biologischen Grundlagen werden gelegt:
Klonierung der cob-Gene von Ps. denitrificans
3.1. Die Isolierung der Cob-Mutanten

Zu Beginn dieser Untersuchungen waren weder ein Gen noch
eine beziiglich der Cobalaminsynthese defekte Mutante (eine

Cob-Mutante) jemals aus einem Bakterium isoliert worden. Da
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auBerdem keines der Enzyme des Biosyntheseweges bis zur Ho-
mogenitit gereinigt worden war, standen auch keine Sequenz-
daten oder Antikérper fiir eines der Proteine zur Verfiigung. Es
war daher geplant, die cob-Gene!'%! durch Isolierung von Mu-
tanten und anschlieBende genetische Komplementierung zu klo-
nieren. Die Biosynthese von Vitamin B,, umfafit viele enzyma-
tische Schritte. Um mit hoher Wahrscheinlichkeit Mutanten zu
erhalten, die beziiglich der meisten Schritte defekt sind, war die
Isolierung einer sehr grofien Anzahl von Mutanten nétig, deren
Cobalaminsynthese gehemmt war. Zur Isolierung von Cob-Mu-
tanten''% aus Pseudomonas putida und Agrobacterium tumefa-
ciens, beides Gram-negative Bakterien, die Cobalamin unter
aeroben Wachstumsbedingungen produzieren, wurden zwei
Verfahren eingesetzt ™.

In A. tumefaciens wurden die Mutanten in der Mehrzahl
durch chemische Mutagenese mit N-Methyl-N'-nitro-N-nitro-
soguanidin erhalten. Insgesamt wurden mehr als 22000 Kolo-
nien mit Hilfe eines mikrobiologischen Assays einzeln daraufhin
untersucht, ob sie Cobalamin synthetisieren kénnen!®). Dabei
erhielt man 148 Cob-Mutanten mit verminderter Cobalamin-
synthese-Aktivitit. Die Ps.-putida-Mutanten erhielt man durch
Transposon-Tn5-Mutagenese. Das Transposon-Tn5 ist ein
5.7Kilobasen(kb)-Segment bakterieller DNA, das mit groBer
Hiufigkeit in das bakterielle Chromosom inserieren kann und
ein Gen enthilt, das eine Resistenz gegen das Aminoglycosid-
antibiotikum Kanamycin bewirkt. Wird das Transposon in ein
Empfingerbakterium auf einem solchen Plasmid inseriert, das
nicht iiberlebt, wenn das Bakterium repliziert, konnen in Gegen-
wart von Kanamycin nur solche Zellen iiberleben, in denen das
Transposon in das Chromosom inseriert wurde. Die Selektion
solcher Kanamycin-resistenter Kione ergibt eine Reihe von Mu-
tanten, die eine einzige Kopie von Tn5 tragen, die zufillig in das
Genom integriert wurde!*!!. Die Kolonien der Cob-Mutanten
wurden dadurch identifiziert, daB} sie ohne hinzugefiigtes Cob-
alamin Ethanolamin nicht als Stickstoffquelle verwenden kon-
nen. Diese Selektion beruht darauf, daB fiir die Desaminierung
von Ethanolamin durch Ethanolamin-Ammoniak-Lyase Coen-
zym B,, als Cofaktor erforderlich ist. Von insgesamt 6400 Mu-
tantenkolonien konnten 26 nicht auf dem ethanolaminhaltigen
Medium wachsen und wurden deshalb als Cob-Mutanten klas-
sifiziert.

3.2. Die Klonierung von 78 kB DNA aus Ps. denitrificans,
das die cob-Gene trigt

Als nichstes muBten nun die cob-Gene aus Ps. denitrificans
kloniert werden, die die erwihnten Mutationen ,,.komplemen-
tierten*, d. h. die Cobalamin-Biosynthese in den Cob-Mutanten
wieder zu ermoglichen. Dazu wurde eine Genom-Bibliothek ei-
nes Rifampin-resistenten Ps.-denitrificans-Stammes (SC510 Rif")
in E. coli auf einem Plasmid (pXL59) konstruiert, das in eine
Vielzahl anderer Bakterien (darunter auch Ps. denitrificans)
iibertragen (oder mobilisiert) werden konnte. Dabei bediente
man sich eines natiirlichen Phinomens, das als Konjugation
bekannt ist. Diese Bibliothek bestand aus annihernd 3600 sepa-
raten Stdmmen von E. coli. Jeder dieser Stimme enthielt ein
Plasmid mit einem anderen DNA-Stiick (von durchschnittlich
13 kb) aus dem Genom von Ps. denitrificans. Diese Plasmid-

Angew. Chem. 1995, 107, 421452



B,,-Biosynthese

AUFSATZE

bibliothek sollte, statistisch gesehen, mehr als 99 % des Genoms
von Ps. denitrificans repriasentieren.

Anschliefend wurde diese Plasmidbibliothek der Reihe nach
in jede der Cob-Mutanten mobilisiert. Fiir jede Mutante wurden
die 3600 verschiedenen Klone auf ihre Cobalaminproduktion
hin iiberpriift. Dies geschah entweder durch Auswahl der
Kolonien, die auf dem ethanolaminhaltigen Medium wachsen
konnten, oder durch unmittelbare Suche nach Klonen, die dhn-
lich viel Cobalamin produzierten wie der Elternstamm. Man
geht davon aus, daBl die Mutation in solchen Klonen durch das
Plasmid, das sie enthdlt, komplementiert wird. Daher trigt ein
solches Plasmid mindestens ein cob-Gen von Ps. denitrificans,
das fiir die Korrektur des genetischen Defekts der Mutante ver-
antwortlich ist. Auf diese Weise wurden in der Bibliothek elf
Plasmide anfgefunden, die die meisten der Mutanten (17 von 26
in Ps. putida und 134 von 148 in A. tumefaciens) komplementie-
ren konnten. Die Inserts der elf Plasmide stammen aus vier Gen-
orten, die als Komplementationsgruppen A-D bezeichnet wer-
den. Zusammen repréisentieren sie 78 kb DNA. Die Genorte
sind mindestens 10 kb voneinander entfernt; dies deutet darauf
hin, daB3 die Gene iiber das Chromosom von Ps. denitrificans
verteilt sind ™2,

Kleinere Fragmente dieser 78 kb DNA wurden auf dem-
selben mobilisierbaren Plasmid subkloniert. Man untersuchte
nun, welche Mutanten jedes rekombinante Plasmid erginzen
konnten, und identifizierte auf diese Weise innerhalb der 78 kb
mindestens 14 verschiedene cob-Gene.

3.3. Genetische Analyse und Bestimmung der
Nucleotidsequenz der cob-Gene

Zur Identifizierung der Gene, die in den klonierten 78 kb
DNA enthalten waren, wurde eine genetische Analyse durchge-
fithrt. Um in den meisten Regionen der 78 kb weitere Mutatio-
nen hervorzurufen, wurde im wesentlichen wieder auf die Tn5-
Transposon-Mutagenese zuriickgegriffen. Diese Analyse zeigte,
daB sechs weitere cob-Gene vorhanden waren!*3 =17}, [nsgesamt
fand man 22 cob-Gene, die man als cobA-cobQ und cobS-cobW
bezeichnete. AnschlieBend wurde die Nucleotidsequenz von
35.9 kb der klonierten 78 kb DNA bestimmt, die die 22 Gene
codierten. Zusitzlich zu den cob-Genen wurden noch acht
andere offene Leseraster (Stiicke von DNA, die fir Proteine zu
codieren scheinen) in der sequenzierten DNA gefunden. Die
Organisation der Gene in den vier Clustern (oder Komple-
mentationsgruppen) ist in Abbildung 1 dargestelit.

Aus der Nucleotidsequenz konnten die Aminosduresequen-
zen der Cob-Proteine abgeleitet werden. Da sich fast alle Gene
von Ps. denitrificans, die fir die Coenzym-B, ,-Synthese erfor-
derlich sind, unter den 22 cob-Genen befanden, erwies sich die-
ses Vorgehen als duBerst wertvoll. Dariiber hinaus konnten die
Aminosduresequenzen der Cob-Proteine mit Sequenzen aus
Protein-Datenbanken verglichen werden; dies ermdglichte
wichtige SchluBfolgerungen beziiglich der mutmaglichen Funk-
tionen einiger Proteine, insbesondere der Methyl-Transferasen.
Zusitzlich wurde auch das hiemA-Gen aus Ps. denitrificans, das

1 kb
—
HE H BB
x \Is HBlx\/ss us x
Gruppe A T M ¢ i I [
E G H J L M 8.7 kb
®
X € € be
X Es xusBH H|bxs B Hs E Xx8 | Ep sx B X H E s
Gruppe B LT 1 11T [ [ 1 [ I
R S e 48kb
ORF1
H X
S ES X B SXS S B E BS|X H H E |SHHB B EX X
Gruppe € | ] ] 11 RINE I 13 I T N | VO B A B N B ]
Q. P_W N OORF3QRFSE A B C D
5 ST R 4 18.4 kb
ORF4 ORF6
Gruppe D

Abb. 1. Restriktionskarte der vier Komplementationsgruppen von Ps. denitrificans. Die Orte der cob-Gene werden durch die entsprechenden Buchstaben unter dem
DNA-Strang angezeigt; ebenso werden offene Leseraster (ORFs) mit unbekannter Funktion angegeben. Sequenzierte Fragmente werden durch schraffierte Linien wiederge-
geben. Eine Linie {iber der Schraffierung gibt an, daB der codierende Strang in 5-3'Richtung von links nach rechts verlduft. Enzyme: B, Bam H1; E, Eco R1; H, Hind 111,

S, Sst1: X, Xho 1.
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fiir 5-Aminoldvulinsdure-Synthase codiert, kloniert und se-
quenziert!!®!, Dieses Gen war in keiner der fir die cob-Gene
gefundenen vier Komplementationsgruppen enthalten!*2),

Diese Untersuchungen zur Klonierung von Genen waren fiir
die parallel laufenden Forschungsarbeiten zur Enzymologie und
Strukturchemie von groBer Bedeutung. Die Ergebnisse dieser
beiden Bereiche hatten dann wieder eine positive Riickkopplung
auf die Molekularbiologie. Durch Identifizierung der angerei-
cherten Zwischenstufen gelang fiir viele der Mutantenstimme
die Lokalisierung der blockierten Stufe sowie die Korrelation
mit dem Gen, das die Mutation komplementierte!'*~ 18, Nihe-
re Angaben zu den Mutanten, die die spiteren, schon bekannten
Vorstufen des B, ,-Syntheseweges akkumulieren, finden sich ge-
gen Ende dieses Artikels in Tabelle 1. Ist ein bestimmtes Gen auf
einem Multicopy-Plasmid vorhanden, so wird das entsprechen-
de Protein auch vermehrt produziert. Dies ist eine gro3e Hilfe
fiir die enzymatischen und chemischen Untersuchungen. In ei-
nem solchen Gemeinschaftsprojekt einen Bereich gegeniiber den
anderen hervorzuheben, wére zwar vermessen, doch waren die
Beitrdge aus Genetik und Molekularbiologie sicher von un-
schdtzbarem Wert.

4. Der Aufstieg zum Gipfel

4.1. Die Isolierung von Pricorrin-6A
und der Nachweis seiner ungewdhnlichen Struktur

,»Aus kleinen Eicheln wachsen grof3e Eichen.* Entscheidend
fiir unser weiteres Vorgehen war die Beobachtung einer gelben
Fluoreszenz — vergleichbar mit der sprichwortlichen Eichel —,
aus der sich alle im weiteren dargestellten Ergebnisse entwickel-
ten. Zellen eines rekombinanten Stammes von Ps. denitrificans
[SC510 (pXL253)], in dem acht der oben erwdhnten cob-Gene
(F, G, H 1,J K, Lund M) verstirkt worden waren, zeigten unter
UV-Licht eine stark gelbe Fluoreszenz. Zu unserem Gliick war
die dafiir verantwortliche Substanz kurz zuvor aus Ps. denitrifi-
cans SC510 Rif" isoliert und als Hydrogenobyrinsdure 12, das
cobaltfreie Analogon von Cobyrinsdure 11, identifiziert wor-
dent*®! Dieser Befund kam ziemlich unerwartet, denn obwohl
amidierte Derivate der Hydrogenobyrinsdure 12 bereits be-
kannt waren'?°l, war die Sdure selbst noch nie isoliert worden.
Man ging deshalb davon aus, daB sie in der Natur nicht vor-
kommt™®!!, Spiter werden wir darauf eingehen, wie eindeutig
nachgewiesen werden konnte, dal Hydrogenobyrinsdure 12 als
Zwischenstufe in der Biosynthese von Vitamin B, in Ps. denitri-
ficans auftritt. Damit war dieser Stamm, der betrdchtliche Men-
gen eines spdten corrinoiden Vorldufers von Vitamin B, produ-
ziert, der ideale Organismus fir Biosynthese-Experimente. Es
kostete viel Arbeit, aus diesem Stamm ein zellfreies Enzymsy-
stem zu entwickeln, das Précorrin-3A22! 10 durch all die vielen
Stufen effizient in Hydrogenobyrinsdure 12 umwandelte. Letz-
tere konnte in kleinsten Mengen durch Hochdruck-Flissigkeits-
chromatographie (HPLC)!*3! in Verbindung mit einem Fluores-
zenzdetektor nachgewiesen werden. Damit war der Weg nun frei
fiir Untersuchungen a) zur Verbesserung der Inkubationsbedin-
gungen und b) zur Bestimmung der fiir die Umwandlung von
Préicorrin-3A 10 in Hydrogenobyrinsdure 12 notwendigen Co-
faktoren. Dabei zeigte sich, daB fiir diese Umwandlung neben
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SAM die Anwesenheit von NADPH, also reduziertem Nico-
tinamidadenindinucleotidphosphat 13 (zeigt die wichtige Teil-
struktur) unbedingt erforderlich war.

COH

NADPH-Teilstruktur

12 Hydrogenobyrinséure

Die Vitamin-B,,-Forschung war voller Uberraschungen; eine
davon war sicherlich die Beteiligung von NADPH an der Bio-
synthese. All diejenigen, die sich mit ihr beschiftigt hatten,
waren davon ausgegangen, daf} sie ohne externe Redoxreagen-
tien auskommt. Unter dieser Voraussetzung war es natlirlich
besonders interessant, der Frage nachzugehen, welche Rolle
NADPH spielt. Dazu wurde die Inkubation unter AusschluB
von NADPH wiederholt — das Ergebnis dieses Experiments war
eine Riesenitberraschung! Es wurde nun keine Hydrogenoby-
rinsdure 12 mehr gebildet. Ein neues, blaBgelbes Pigment rei-
cherte sich stattdessen an. Als man dieses neue Produkt, das
man enzymatisch in doppelt markierter Form (°H, '*C) herge-
stellt hatte, mit dem oben erwdhnten Enzymsystem und allen
Cofaktoren einschlieBlich NADPH inkubierte, wurde es in ho-
her Ausbeute (5090 %) und ohne signifikante Verinderung des
SH:!4C-Verhiltnisses in Hydrogenobyrinsiure 12 umgewan-
delt. Dieser Befund liel3 keinen Zweifel mehr daran, dall nach
einer langen Zeit der Frustration schlieBlich doch eine neue
Zwischenstufe der B,,-Biosynthese gefunden worden warl?4,

Durch Synthese des neuen Produktes aus [2,7,20-Methyl-
14ClPricorrin-3A 10 und [Merhyl->*H]SAM konnte gezeigt wer-
den, dall wihrend dieser Umwandlung drei neue Methyl-
gruppen in Pridcorrin-3A 10 eingebaut werden. Die blaG3-
gelbe Zwischenstufe war also durch Hexamethylierung von
Uro’gen I1I 7 entstanden und wurde deshalb als Pricorrin-6A
bezeichnet!®. Aus der *C-Markierung des urspriinglich einge-
setzten Prdcorrins-3A 10 konnte man eine zusitzliche Informa-
tion ableiten, da die in Pricorrin-6A gefundene '4C-Aktivitit
fiir den Verlust seiner Methylgruppe an C-20 sprach, der irgend-
wo auf dem Weg zu Pricorrin-6A erfolgt sein muBlte. Zusammen
mit den fritheren Befunden bei Pr. shermanii, die gezeigt hatten,
daB die Ringkontraktion unter Verlust von C-20 und seiner
benachbarten Methylgruppe (als Essigsiure) verlduft, deutete
dieses Ergebnis sehr darauf hin, daB Pricorrin-6A ein kontra-
hierter Makrocyclus war?4],

An welchen Positionen finden sich die drei neuen Methyl-
gruppen in Pricorrin-6A? Anfangs versuchte man, diese Frage
indirekt zu beantworten, indem man Prédcorrin-6A aus nicht-
markiertem Pricorrin-3A 10 und [Methyl-1*C]SAM herstellte,
um so die drei neuen Methylgruppen zu markieren (Schema 2).
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COH

®
[13C-Methy/1SAM
COH COH

10 Précorrin—-3A

COR Pracorrin—-6A

{'2C-Methyl]SAM

( Me '/

COR COR
[:12 R=M=H

11 R=H, M= Co®

EM R = Me, M = Co(CN),

Schema 2. Bestimmung der Position der Methylgruppen in Pricorrin-6A.

Das Produkt wurde anschlieend enzymatisch in Hydrogenoby-
rinsiure 12 umgewandelt, diesmal unter Einsatz von nicht-
markiertem SAM. Zur Analyse wurde 12 iiber Cobyrinsiure 11
durch nichtenzymatische Insertion von Cobalt und anschlieBen-
de Veresterung in Heptamethylcobyrinat 14 (Cobester) umge-
wandelt (Schema 2). Man wihlte diese Vorgehensweise, weil das
13C.NMR-Spektrum von Cobester vollstindig zugeordnet wor-
den war'?>- 29, Das 3C-NMR-Spektrum (siche Abb. 2) zeigte,
daf die C-Methylgruppen, die im Cobester an C-17, C-12« und
C-1 auftreten, auch in Prdcorrin-6A vorhanden sind. Diese Be-
funde stimmen gut mit den fritheren Resultaten aus Pulsmarkie-
rungsexperimenten iberein, die gezeigt hatten, dafl die Methyl-
gruppen an C-5und C-15 von Cobyrinséure als letzte eingebaut
werden. Kiirzlich konnte gezeigt werden, daB3 dies auch fiir Hy-
drogenobyrinsiure 12 gilt!1®1,

Die massenspektrometrische Untersuchung des Pricorrin-
6A-methylesters (Molekiilmasse 1006) zeigte, dafl Pricorrin-6A
selbst eine Octacarbonsiure ist. Auch dies hatten wir nicht er-
wartet, denn es bedeutet, dafl der Acetat-Rest an C-12, der auf
irgendeiner Stufe zur 12a-Methylgruppe der Hydrogenobyrin-
sdure 12 decarboxyliert werden muf,
in Pricorrin-6A noch intakt vorliegt.

Dies ist merkwiirdig, weil einerseits die

N\ oM Decarboxylierung durch Methylie-

S I COH rung an C-12 blockiert wird (siehe 15),
andererseits aber feststeht, dall eine
der C-Methylgruppen von Pricorrin-
6A letztlich an C-12a der Hydrogeno-

b

CO.H 15

Angew. Chem. 1995, 107, 421452

Abb.2. Protonenrauschentkoppeltes 1 12 15
'3C-NMR-Spektrum (A) des markier- 717 ) 5

ten, aus Pricorrin-6A biosynthetisch

hergestellten Cobesters 14 und (B) 13C- r ——r . —
Signale (natiirliche Hdiufigkeit) aller 240 200 16.0
C-Methylgruppen des nichtmarkierten
Cobesters 14.

byrinsdure 12 auftritt. Dieses Paradoxon soll gleich erklart wer-
den. Aus der massenspektrometrisch ermittelten Molekiilmasse
von 1006 ergab sich schlieBlich auch der Nachweis dafiir, daB
Pricorrin-6A der Oxidationsstufe eines Dehydrocorrins (sieben
Doppelbindungen), und nicht etwa der eines Corrins (sechs
Doppelbindungen) entspricht!?#!, Um die Oxidationsstufe von
Pricorrin-6A letztlich der des Corrins 12 anzugleichen, ist also
spater noch eine Reduktion (um 2H) erforderlich. Das pafit
auch zu dem Befund, daf3 Pricorrin-6A nur in Abwesenheit von
NADPH akkumuliert wird.

Diese Informationen zur Struktur zeigten eindeutig, daf} es
sich bei Pricorrin-6A um einen duBerst wertvollen Informanten
handelte, denn er liel} sich etwa im mittleren Bereich des Syn-
theseweges ansiedeln, iiber den man bislang nichts wuflte. Aber
selbst die Strukturinformationen, die wir auf dieser Stufe ge-
wonnen hatten, pafiten iiberhaupt nicht zu all unseren fritheren
Spekulationen liber das, was sich wiahrend der B,,-Biosynthese
abspielt. Und so versuchten wir, intensiv und voller Spannung,
seine Struktur vollstindig aufzuklaren. Wie sollte dies gelingen?
Da Précorrin-6A bis heute nicht kristallisiert werden konnte,
kam eine Rontgenstrukturanalyse nicht in Betracht. Und ob-
wohl mit betréchtlichen Mengen liberexprimierter Enzyme rela-
tiv viel Priacorrin-6A gewonnen werden konnte, waren diese
Substanzmengen, iiblicherweise zwischen 500 pg und 1mg,
noch immer sehr gering. Da man aber — vorausgesetzt, die Ver-
bindung wird !*C-markiert gewonnen — selbst mit geringsten
Substanzmengen exzellente > C-NMR-Spektren erhilt, wihlten
wir diesen Ansatz.

So wurde z.B. [5-'3C]ALA 4 a mit der richtigen Kombination
iiberproduzierter Enzyme in das Pricorrin-3A 10af*?! (Sche-
ma 3) umgewandelt. Das Markierungsmuster ergibt sich zwei-
felsfrei aus der genauen Kenntnis!?! der Biosynthesestufen zwi-
schen ALA 4 und Uro'genIII 7. Das !3C-Muster ist sehr
niitzlich, da die *3C-Markierung an C-20 die einzige ist, die
isoliert steht. Einzigartig ist auch die Gruppe der drei benach-
barten '3C-Atome um C-15; die verbleibenden beiden Paare an
C-4/C-5 und C-9/C-10 kénnen durch geeignete Experimente
unterschieden werden. Das markierte Pricorrin-3A 10a wurde
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1 enorme Aussagekraft aber zu verdeutli-

For o PO Foen chen, sollten an dieser Stelle allerdings

2 3 wenigstens die wesentlichen Aspekte er-

4 lautert werden. Die erste Probe, 17a aus

5 ° o o o [5-1*CJALA 4a, zeigte den Verlust von

+ NH, * NH, * NH, * NH, C-20 von Pricorrin-3A 10a und dal3

4 4a ab 4c C-15 nun ein sp?-Kohlenstoffatom

COH COH COH

10a Pracorrin~3A

COLH

10b Pracorrin-3A

war. C-10 dagegen war eindeutig sp*-
hybridisiert. Vollkommen iiberraschend
aber war das Spektrum des Pricor-
rin-6A-esters 17b aus [4-'3C]ALA 4b.

Die Signale von C-1 und C-19 zeigten
eindeutig, daf diese Atome direkt mit-
einander verkniipft sind, und bestitig-
ten damit, daB die Ringkontraktion
stattgefunden hatte. Uberraschend war,
daf} die drei markierten Methylgruppen
alle direkt mit '*C-Atomen verkniipft
waren. Das hatten wir zwar fiir die Me-
thylgrappen an C-17 und C-1 erwartet,
aber ganz sicher nicht fiir die dritte Me-

thylgruppe. Ganz offensichtlich konnte
sich diese Gruppe nicht an C-12 befin-
den (wo sie in der Hydrogenobyrinsiure

CO.R COR COA CO.R

16  Pracorin-6A @ = '2C, R =H 16 Pracorrin-6A @ = '°C, R = H
12 letztlich abe ftritt il es sich
16a Pracorin-6A @ = °C, R = H 16b Pracorrin-6A M = °C.R = H £ letz wber auftritt), weil es s
12 ' hierbei um einen nichtmarkierten Koh-
17 Pracorrin~BA- ester ® = ‘C,R =Me 17 Pracorrin-6A-ester W = C, R = Me

lenstoff handelt. Die gesamte Beweisla-

17a  Pracorrin~6A- ester ® = "C,R=Me 17b Pracorin-6A-ester

B - "C,R=Me

Schema 3. !*C-Markierung von Priicorrin-6A 16a und 16b.

anschlieBend mit iiberproduzierten Enzymen unter Verwendung
von nichtmarkiertem SAM in Pricorrin-6A 16a umgewandelt;
fiir die NMR-Untersuchungen wurde der entsprechende Octa-
methylester 17 aisoliert. Auf die gleiche Weise wurden zwei wei-
tere Pricorrin-6A-ester 17b und 17 ¢ (letzterer nicht abgebildet),
hergestellt. Dabei ging man von [4-13C]JALA 4b bzw. [3-13C)-
ALA 4caus. Fiir die Stufen von Pricorrin-3A 10 b zu Pricorrin-
6A wurde als Cofaktor [Methyl-'*CJSAM verwendet. So wurde,
wenn man die drei Proben zusammen betrachtet, jedes Koh-
lenstoffatom des Makrocyclus **C-markiert. Dies gilt auch fiir
die drei C-Methylgruppen, die in den auf Pricorrin-3A folgen-
den Stufen eingebaut werden!?".

Es ginge liber den Rahmen dieses Artikels hinaus, eine voll-
stindige Darstellung der NMR-Analyse zu geben; um ihre
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ge deutete auf eine Methylierung am be-
nachbarten Zentrum C-11 hin. Eine
spezielle Untersuchung, die uns den ein-
deutigen Beweis lieferte, soll hier kurz beschrieben werden. Das
Spektrum der Probe von Pricorrin-6A aus [3-13C]JALA sowie
auch die Untersuchung aller drei markierten Proben 17a, 17b
und 17 ¢ (keine Formel gezeigt), z.B. durch 'H-'3C-NMR-Kor-
relationsexperimente zur Identifizierung von 'H-*3*C-Kopplun-
gen iber bis zu drei Bindungen, ermdglichte es uns, weitere
Merkmale der abgebildeten Struktur aufzukliren. Dieser An-
satz erlaubt die Untersuchung eines betrichtlichen Molekiilbe-
reiches um jedes *C-markierte Zentrum; auf diese Weise 138t
sich ein Konnektivititsmuster von *H und *3*C um den ganzen
Makrocyclus herum erstellen. Einen unabhingigen Satz von
Verkniipfungen (siehe dazu die Pfeile in Struktur 17 - NOE)
erhielt man durch die Untersuchung der 'H-Nuclear-Overhau-
ser-Effekte mittels Differenzspektroskopie.

Angew. Chem. 1995, 107, 421-452
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Die Summe all dieser Beweise ergab fiir den Pricorrin-6A-
ester die verbliiffende Struktur 17, und damit fiir das Pricorrin-
6A selbst die Struktur 16127- 281 Die fiir C-2 und C-7 angegebe-
nen Konfigurationen beruhen auf der mit hoher Ausbeute
verlaufenden enzymatischen Umwandlung von Pricorrin-6A 16
in Hydrogenobyrinsiure 12, fiir die die Konfigurationen an die-
sen Zentren unzweifelhaft feststehen. Diese direkte Beziehung
zu 12 weist der Methylgruppe an C-11 von Pricorrin-6A 16 die
a-Position zu, weil die C-11-C-12-Wanderung der CH;-Gruppe
mit Sicherheit suprafacial verlduft (sieche Abschnitt 4.4). Und wir
wissen, daB die 12a-Methylgruppe von 12 aus SAM stammt 3,
Der Befund der C-11-Methylierung war so iiberraschend, daf3
wir thn mit unanfechtbaren Beweisen absicherten (Schema 4).

Me
HN
PhCH,0,C X co,Me
COMe
18
CO,H CO,H
7d Uro'gen i
CO,H COR

COH COH COR CO,R

10d  Pracorin-3A @ = °C

17d  Précorrin—6A-ester

Schema 4. Nachweis der Methylierung an C-11 in Pricorrin-6A 16d.

Dazu fiihrten wir die Synthese!?®! von Uroporphyrin-III durch,
das nur an C-11 *3C-markiert war; abgebildet ist lediglich das
Ausgangsmaterial 18 fiir diese Synthese. Das Porphyrin wurde
zu [11-13CUro’gen III 7d reduziert, das iber [11-!3C]-
Pricorrin-3A 10d unter Einsatz von [Methyl-'*C]SAM in Pri-
corrin-6A 16d umgewandelt wurde; isoliert wurde der Ester
17d. Das **C-NMR-Signal von C-11, der einzigen Markierung
im Makrocyclus, erschien, wie auch das Signal seiner benach-
barten Methylgruppe, als ein 38 Hz-Dublett!2%!. Damit war die
Struktur 16 fiir Priacorrin-6A vollig gesichert.

Die eben geschilderten bemerkenswerten Entdeckungen ver-
dnderten unsere gesamten Vorstellungen iiber die Biosynthese
von Vitamin B, ,; wir muBten eine ganze Reihe unserer fritheren

Angew. Chem. 1995, 107, 421452
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16d Pracorrin-6A @ = °C, R = H
®-"C, R=Me

Ansichten aufgeben. Aus der Struktur von Pricorrin-6A lie
sich ableiten, dal} erstens die Ringkontraktion nicht auf einer
spiten Stufe des Biosyntheseweges stattfindet, sondern bereits
auf der hexamethylierten Stufe ablduft. Zweitens folgte daraus,
daB sich die Oxidationsstufe wihrend der Biosynthese dndert.
Da Pricorrin-6A 16 zwei Wasserstoffatome adrmer ist als
Uro’gen III 7 und Hydrogenobyrinsdure 12, ist eine Oxidation
auf einer frithen Stufe und eine Reduktion auf einer spiteren
Stufe nétig. Drittens ist der 12-Acetat-Rest noch intakt, und
seine Decarboxylierung braucht nicht vor Einfiithrung der fiinf-
ten Methylgruppe stattzufinden. Als wahrscheinlich gréfte
Uberraschung folgte aus der Struktur von Pricorrin-6A, daB
die Methylgruppe, die sich nach Aufbau des Corrin-Makrocy-
clus an C-12 befindet, urspriinglich an C-11
eingefiihrt wird. Man beachte, daf diese C-11-
Methylierung die Bildung eines vollstindig
konjugierten Systems verhindert. Das erklirt
auch die blaBgelbe Farbe des Pricorrins-6A 16.

Précorrin-6A 16 ist die entscheidende Zwi-
schenstufe der B,,-Biosynthese; von hier aus
konnen wir uns zu B,, vorarbeiten, aber auch
ruckwiirts blicken und so die Liicke zwischen
Pricorrin-3A 10 und Pricorrin-6A 16 schlie-
Ben. Wir werden uns, wie auch im Laborato-
rium geschehen, zunédchst nach vorn orientie-
ren, um die Aufklirung des Synthesewegs bis
hin zu Hydrogenobyrinsdure 12 abzuschlieBen.

4.2. Pricorrin-6A-Reduktase und die
Struktur von Pricorrin-6B

Da Pricorrin-6A 16 unter AusschluBl von
NADPH und damit blockierter Reduktion an-
gereichert wird, sollte es nach den Gesetzen der
Logik moglich sein, sowohl die Reduktase als
auch das normale Reduktaseprodukt, die
niachste Zwischenstufe auf dem Biosynthese-
weg, zu isolieren. Die Art und Weise, wie man
beide erhielt, zeigt eindrucksvoll, wie eine kom-
plexe Biosynthesesequenz untersucht werden
kann, wenn erst einmal die Palette der beteilig-
ten Enzyme zur Verfiigung steht. Es sollte je-
doch nicht vergessen, sondern vielmehr betont
werden, daB man anfangs zwar weil3, daB viele
Proteine daran beteiligt sind, nicht aber, wel-
ches Enzym wofiir verantwortlich ist!

Das Reduktionsprodukt Pricorrin-6B (Schema 5) wurde
zuerst so hergestellt, dal man Pricorrin-6A 16 mit dem voll-
stindigen Satz iiberproduzierter Enzyme, die von dem 8.7kb-
Fragment codiert werden, jedoch ohne Zusatz von SAM inku-
bierte!*®). Dieses Vorgehen verhinderte die Methylierung von
Pricorrin-6B, die, wie wir gleich sehen werden, an der nachsten
Umwandlung beteiligt ist. Auf diese Weise reicherte sich Pricor-
rin-6B an und konnte entweder direkt oder, bequemer, nach
Veresterung isoliert werden. Die Molekiilmasse von Pracorrin-
6B wurde durch Fast-Atom-Bombardment-Massenspektrome-
trie (FAB-MS) zu 896 ermittelt; der entsprechende Wert flir den
Methylester betrug 1008. Beide Werte liegen um zwei Einheiten
hoher als die, die man fiir Pracorrin-6A 16 und seinen Ester 17
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COH

COH COR

CO,H COH COR COR

10b  Précorrin-3A 19
20  Pracorrin-6B-ester
20b  Précorrin—6B-ester
Schema 5. !3C-Markierung von Pricorrin-6B 20b.

gefunden hatte. Dies beweist, daB bei der Bildung von Pricor-
rin-6B nur ein einziger Reduktionsschritt stattgefunden haben
kann. Dariiber hinaus zeigt die Massendnderung von Priicorrin-
6B zu seinem Methylester, da} acht Carboxygruppen vorhan-
den sind. Das bedeutet, daf3 auf dieser Stufe keine Decarboxylie-
rung des 12-Acetats erfolgt ist. Im weiteren stellte sich heraus,
daB3 der oben erwihnte Octamethylester als eine Mischung von
zwei C-3-Epimeren vorlag. Eine solche Bildung von Epimeren
ist uns bereits aus der Chemie**! vieler der methylierten Makro-
cyclen in Schema 1 vertraut. In diesem Fall verursachte sie kei-
nerlei Probleme, da sich die Epimeren trennen lieBen und ihre
Strukturen mit der Strategie, die fiir die Untersuchung von Pré-
corrin-6A 16 entwickelt worden war, aufgeklirt werden konn-
ten!321, So wurden sie also aus {4-!1>CJALA 4b und, in einem
weiteren Experiment, aus [5-'*C]JALA 4a durch kombinierten
Einsatz der dazu notwendigen zein liberproduzierten Enzyme
biosynthetisch hergestellt (Schema 5). Die isolierten Octame-
thylester der entstandenen Isotopomere von Pricorrin-6B und
seinem Epimer wurden dann eingehend NMR-spektroskopisch

CO,Me

CO,Me

3-epi-Pracorrin—6B - ester
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Pracorrin-6B W = °C, R = H
W=, R=Me
m="3C,R=Me

untersucht; diese Phase unserer Arbeit soll
lediglich an einem Beispiel illustriert werden.

Der aus [4-13C]ALA 4b abgeleitete mar-
kierte Pricorrin-6B-ester 20b und sein
Epimer wurden durch Hochfeld-'*C-NMR-
Spektroskopie untersucht; dabei erwiesen
sich C-1 und C-19 als die einzigen !3C-Zen-
tren, die direkt miteinander verkniipft waren.
Aus der chemischen Verschiebung folgte, dal3
C-19 ein sp*-Kohlenstoffatom war, wohin-
gegen es sich bei C-19 in Prdcorrin-6A 16 um
ein sp?-Kohlenstoffatom handelte. Damit
war klar, daB die C-18/C-19-Doppelbindung
con von 16 in Pricorrin-6B reduziert worden war.
Wie im Pridcorrin-6A-ester 17 handelte es sich
bei C-8 um ein sp- und bei C-10 um ein sp>-
Kohlenstoffatom. Dariiber hinaus ergaben
die Spektren, daB3 das 3-epi-Isomer gegentiiber
dem normalen Isomer mit unverdnder-
ter Konfiguration an C-3 in leichtem Uber-
schuB (60 % der Gesamtmenge) gebildet wor-
den war. Daher wurde das 3-epi-Isomer
fiir ‘H-13C-Weitbereichs-Korrelationsexperi-
mente eingesetzt. Man wihlte das optimale
Delay fiir 10Hz-Kopplungen, um so die '3C-'H-Kopplungen
{iber bis zu drei Bindungen zu detektieren. Damit ergaben sich
fiir den 3-epi-Pricorrin-6B-ester die durch Pfeile dargestellten
Konnektivititen. Die Gesamtschau der Ergebnisse, zusammen
mit den Resultaten aus den Experimenten mit dem aus {5-'*C]-
ALA 4a erhaltenen Pracorrin-6B-ester 20 a (nicht abgebildet),
ergaben fiir den Pricorrin-6B-ester zweifelsfrei die Struktur 20.
Daraus folgt, dall Priicorrin-6B selbst die Strukturf®2 19 hat
oder ein davon abgeleitetes Tautomer ist[?8}, An diesem Punkt
des Syntheseweges war die Oxidationsstufe von Pracorrin-6B 19
gut auf die Oxidationsstufe von Hydrogenobyrinsiure 12 abge-
stimmt. Da Pricorrin-6B mit hoher Ausbeute in Hydrogenoby-
rinsdure 12 umgewandelt wird und die f-Konfiguration von
H-19 iiber jeden Zweifel erhaben ist, gehen wir davon aus, dal3
die Konfiguration an C-19 von 19 der hier angegebenen ent-
spricht.

Fiir das Gesamtverstdndnis war es wichtig, a) die Regiospezi-
fitat und b) die Stereospezifitdt des oben beschriebenen Reduk-
tionsprozesses zu untersuchen. So stellte sich fiir a) die Frage, an
welchem Kohlenstoffatom der C-18/C-19-Doppelbindung das
Hydriddquivalent aus NADPH addiert, und fiir b), von welcher
Seite des NADPH ¢s entfernt wird. Um die erste Frage zu beant-
worten, wurde [4-2H,]NADPH 13a synthetisiert, das an C-4 zu
95% deuteriert war. Es wurde eingesetzt, um Pricorrin-6A 16
mit der stark angereicherten Reduktase zu reduzieren (Sche-
ma 6). Das auf diese Weise gebildete Pricorrin-6B 19 wurde
anschlieBend mit Hilfe eines Enzymsystems, das keine Hydroge-
nobyrinsdure 12 enthielt, in 12 umgewandelt. Durch nicht-enzy-
matische Insertion von Cobalt stellte man daraus Cobyrinsdure
11 dar, die nach Veresterung Heptamethylcobyrinat (Cobester)
14 ergab. Das 'H-NMR-Spektrum von Cobester war schon
frither volistindig zugeordnet worden'?*: %), und das Spektrum
des biosynthetisch gewonnenen Produktes belegte, dall C-19
25-30% Deuterium trug. Die sorgfiltige Untersuchung des
2H-markierten Cobesters durch NMR- und Massenspektrome-

CO.R
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16  Pracorrin—6A

CO.H

COH COM COR

19 Pracorrin-6B

erfolgt.

trie ergab, dafl C-19 das einzige Kohlenstoffatom mit Deute-
rium-Markierung war®3!,

Mit 25—30% fiel die H-Inkorporation an C-19 relativ nied-
rig aus, obwohl NADPH an C-4 fast vollstindig deuteriert war.
Der Grund dafiir ist wahrscheinlich darin zu suchen, daf} ein
teilweiser Austausch des Deuteriums an C-4 des Cofaktors mit
dem Medium stattfindet. Dies ist ein (itber Flavine ablaufen-
der?) bekannter ProzeB3. Der kinetische Isotopeneffekt begiin-
stigt wegen des groBen Uberschusses an Cofaktor eher den 'H-
als den *H-Transfer. Dennoch belegen die Ergebnisse, daB die
Reduktase den Hydridtransfer spezifisch an C-19 von Précor-
rin-6A 16 katalysiert. Das ergibt, mechanistisch gesehen, einen
Sinn, wenn Pricorrin-6A vor dem Transfer des Hydrid-Ions aus
NADPH unter Bildung von 16e an C-18 protoniert wird (Sche-
ma 6)P*31. Mit [4R-*HINADPH 13b und [45->H]NADPH 13¢
konnte bewiesen werden®*, und zwar durch genau dieselbe

Methode, daB die Re-

duktase spezifisch Hy
X des Cofaktors 13 iiber-
CONH 3
4 ’ 138 X =Y= 2H tragt. . .
|| 2 All diese Experimente
N 13b X = H, ¥ = "H haben zweifelsfrei ge-

.,Jv 13¢ X=2H, Y=H

Angew. Chem. 1995, 107, 421 452

zeigt, da} die B,,-Bio-

L—:z R=M=H
11 R=H M= Co®*
|:14 R = Me, M = Co(CN),

Schema 6. Nachweis, an welcher Stelle die Hydridiibertragung bei der Reduktion von Pricorrin-6A 16

synthese im Aerobier Ps. denitrificans einen
Reduktionsschritt bendtigt. Aber gilt das auch
fiir Pr. shermanii, einen Organismus, der nor-
malerweise anaerob oder bestenfalls mikroae-
rophil wichst? Da es sich hierbei um ein sehr
viel komplexeres Problem handelt, ist es ange-
bracht, seine Losung ausfithrlicher darzustel-
len. Die Schwierigkeiten liegen darin begriin-
det, daB a) nur rohe Enzympriparationen zur
Verfiigung stehen (vgl. oben die Verwendung
der ziemlich reinen Reduktase), weshalb der
Austausch zwischen den Nicotinamid-Cofak-
toren und dem Medium in noch gréBerem Aus-
maf} stattfinden wird als bei den oben beschrie-
benen Experimenten, b) die Umwandlung in
das Produkt sehr gering ausfallen wird und c),
falls in diesem Organismus tatsichlich eine Re-
duktion erfolgt, unbekannt bleibt, ob es sich
beim Cofaktor um NADH oder NADPH han-
delt.

Unm diese Probleme zu bewiltigen, wurde die
wesentlich hohere Empfindlichkeit der Tri-
tium-Markierung ausgenutzt. Zunéchst wur-
den [4R-3H|NADH 21b, [4S-*H]NADH 21c,
[4R-*HINADPH und [4S-*HJNADPH synthe-
tisiert 3], Der Weg, auf dem die beiden ersten
Verbindungen hergestellt wurden, ist in Sche-
ma 7 wiedergegeben. Auf dhnliche Weise wur-
den die beiden anderen zugéinglich gemacht.
Sodann inkubierte man die beiden 4R-Cofak-
toren zusammen mit dem vollstindigen zell-
freien Enzymsystem!”-36! aus Pr.-shermanii-
Zellen sowie mit '*C-markiertem Pricorrin-2 9
als Substrat. Dieses zellfreie System kann alle
notwendigen Biosyntheseschritte ausfithren,
die zur Umwandlung von Précorrin-2 9 in Co-
byrinsdure 11 erforderlich sind. Das wichtige Ergebnis dabei
war, daB Tritium zwar in die Cobyrinsiure 11, die aus dem
Experiment mit den 4R-Cofaktoren isoliert worden war, inkor-
poriert wurde, nicht jedoch in die Cobyrinsdure 11, die man aus

N
e

Schema 7. Synthese von [4R-*H]NADH 21b und von [4S-*H]NADH 2ic.
LAD = Leber-Alkohol-Dehydrogenase.
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dem parallel durchgefiihrten Experiment mit den beiden 4S-Iso-
meren erhalten hatte; interessanterweise handelt es sich hierbei
um dieselbe stereochemische Selektivitit, die wir bei den Unter-
suchungen an Ps. denitrificans beobachtet haben. Der Abbau
der *H-markierten Cobyrinsdure 11 zeigte, daf3 sich das Tritium
irgendwo an den Ringen A und D befand. Abgesehen von den
Wasserstoffatomen der Methylgruppen, die uns hier nicht wei-
ter beschiftigen sollen, werden wihrend der Umwandlung von
Précorrin-2 91in 11 lediglich H-18 und H-19 eingefiihrt. Da H-18
aus dem Medium stammt®” muB sich das Tritium an C-19
befinden®!. Sowohl in aeroben als auch anaeroben (mikro-
aerophilen) Organismen ist die Reduktion also eine notwendige
Stufe der B, ,-Biosynthese.

Als sich herausstellte, da3 Pricorrin-6B 19 das Dihydroderi-
vat von Pricorrin-6A 16 ist, wurde versucht, die Reduktase in
reiner Form zu isolieren. Wie immer lag der Schliissel zur Lo-
sung darin, ein geeignetes Assay zu entwickeln. In diesem Fall
verwendeten wir ein gekoppeltes Enzymassay®°!. Diese Wahl
wurde getroffen, weil wir wullten, daf} die in der Biosynthesese-
quenz auf Pricorrin-6B 19 folgende Stufe durch eine Methylase
katalysiert wird, fiir die das cobL-Gen (dariiber in Abschnitt 4.3
mehr) codiert. So wurde das von der Reduktase erzeugte Pri-
corrin-6B 19 in situ methyliert. Dazu setzte man einen betricht-
lichen Uberschu3 des CobL-Enzyms wie auch von [**C-Me-
thyl][SAM ein. Da die Methylierung erst nach Bildung von
Pricorrin-6B 19 erfolgen kann, war die Bestimmung der Radio-
aktivitit des Endproduktes ein MaB fiir die Reduktase-Aktivi-
tdt in der zu untersuchenden Probe. Auf diesem Weg konnte
gezeigt werden, dall Zellextrakte des rekombinanten Stammes,
in dem das 8.7 kb-DNA-Fragment iiberexprimiert worden war,
eine zehnmal hohere Reduktase-Aktivitit aufwiesen als der ent-
sprechende, nicht iberexprimierte Elternstamm. Der gentech-
nisch verdnderte Stamm wurde zwar zur Isolierung des Enzyms
verwendet, dennoch war die Menge an Enzym in den Zellen
liberraschend niedrig. Letztendlich war eine 14 000fache Anrei-
cherung notig, um Pricorrin-6A-Reduktase in homogener
Form zu erhalten. Es konnte gezeigt werden, daf3 sie Pracorrin-
6A 16 durch einen NADPH-abhéngigen reduktiven ProzeB in
Pricorrin-6B 19 umwandelt3°!,

Aus der Analyse der N-terminalen Sequenz der Pricorrin-6A-
Reduktase und der Analyse dreier interner Sequenzen, die bei
der Trypsinspaltung des Enzyms erhalten wurden, folgt, daf
dieses Protein durch das cobK-Gen codiert wird 3%, Interessan-
terweise ist der cobK codierende Strang komplementir zu dem
Strang, der fiir die anderen sieben cob-Gene auf dem 8.7kb-
DNA-Fragment codiert. AuBlerdem tberlappt die fiir cobK co-
dierende Sequenz mit denen fiir cobJ und cobL (Abb. 1); mogli-
cherweise kontrolliert diese Anordnung den relativen Grad der
Expression von cobK und seinen Nachbarn. Zudem scheint mit
24.4% Identitit und 45% Ahnlichkeit eine signifikante Bezie-
hung zwischen CobK und dem CbiJ-Protein aus Salmonella
typhimurium (Tabelle 2) zu bestehen. Beide Proteine haben dhn-
liche Molekiilmassen, und die Identitdtsbereiche erstrecken
sich iiber ihre Gesamtlinge. Das CbiJ-Protein in S. typhimurium
kann daher zu Recht als das Homologe von Pricorrin-6A-
Reduktase in Ps. denitrificans angesehen werden. Damit
ist sehr wahrscheinlich, daB auch fur die B,,-Biosynthese
im Anaerobier S. ryphimurium ein Reduktionsschritt erforder-
lich ist.
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4.3. Isolierung und Struktur von Préicorrin-8x

Es ist nun an der Zeit, eine Bestandsaufnahme der Verande-
rungen zu machen, die fiir die Umwandlung von Pricorrin-6B
19 in Hydrogenobyrinsdure 12 notig sind. Dazu gehoren in die-
sem Stadium der Untersuchung in noch unbekannter Reihenfol-
ge, a) die Wanderung der C-11-Methylgruppe nach C-12, b) die
Decarboxylierung des Acetatrestes an C-12 und c) die Methylie-
rung an C-5 und C-15. Zu Beginn muflte gepriift werden, ob die
verfiigbaren Enzyme Pracorrin-6B 19 als Substrat verwenden
kénnen. Da es gut moglich war, daBl die néichste Stufe eine
Methylierung umfalite, galt eine Untersuchung — und sie war
erfolgreich — der Methyliibertragung aus [Methyl->H]SAM auf
Pricorrin-6B. Das fiihrte zur Selektion des durch cobL codier-
ten Enzyms, mit dem es uns nach Isolierung im préiparativen
MabBstab gelang, Priacorrin-6B 19 in Pricorrin-8x umzuwan-
deln®®%1, Nach der Beschreibung der Strukturaufklirung von
Précorrin-8x werden wir noch einmal auf dieses Enzym zuriick-
kommen!*°),

Ein bequemeres Verfahren zur Darstellung von Pricorrin-8x
als die Verwendung des CobL-Enzyms beruht auf der Beobach-
tung, daB} der letzte Schritt der Biosynthese, bei dem Pricorrin-
8x in Hydrogenobyrinsidure 12 umgewandelt wird, eine starke
Produkthemmung zeigt*®-*!1. Dazu wurde !*C-markiertes Pri-
corrin-3A (wie 10), das aus [4-1*CJALA (wie 4) hergestellt wor-
den war, mit denselben, schon friiher eingesetzten acht iiberpro-
duzierten Enzymen sowie mit [Methyl->*H]SAM und einem
zehnfachen molaren Uberschuf nichtmarkierter Hydrogenoby-
rinsdure inkubiert. Unter diesen Bedingungen entstand als Pro-
dukt [*H, '*C]Pricorrin-8x, und nicht etwa die markierte Hy-
drogenobyrinsiure. Sein *H: !'*C-Verhiltnis lieB erkennen, daB
Siinf Methylgruppen eingefithrt worden waren®2l. Damit han-
delt es sich bei dem neuen Prdukt um ein octamethyliertes Deri-
vat von Uro’gen III 7; die Verbindung wurde daher als Pricor-
rin-8x bezeichnet'*!. Massenspektrometrische Messungen an
Pricorrin-8x und seinem Methylester bestitigten diese Befunde
und ergaben zudem, daB es sich bei diesem Produkt um eine
Heptacarbonsiure handelt. Die bemerkenswerte SchlufBfolge-
rung war also, dafl das CobL-Enzym zwei ganz unterschiedliche
Reaktionstypen katalysiert, und zwar Decarboxylierung und
C-Methylierung. Die Methylierung findet wahrscheinlich an C-
5 und C-15 statt, da dies die beiden einzigen Methylgruppen
sind, die in Pracorrin-6B 19 noch nicht eingebaut sind. Durch
Inkubation mit dem vollstindigen Enzymsystem wurde das
doppelt-markierte Priacorrin-8x sehr effizient in Hydrogenoby-
rinsdure 12 iiberfiihrt. Wihrend dieser Umwandlung kam es zu
keiner signifikanten Verdnderung des 3H:!'*C-Verhiltnisses.
Damit war der Nachweis erbracht, da3 Pricorrin-8x eine weite-
re neue Zwischenstufe auf dem Weg zu Vitamin B, , ist*?),

Im Gegensatz zu den Octamethylestern von Pracorrin-6A 16
und Pricorrin-6B 19, die einigermaBen stabil sind, war der Hep-
tamethylester von Pricorrin-8x gegeniiber Oxidation so anfil-
lig, daf3 er sich nicht fiir NMR-Untersuchungen eignete. Zu
unserem Entsetzen zeigten auch die '3C-NMR-Spektren von
Précorrin-8x, das als Losung in schwach saurem Wasser unter-
sucht wurde, einen wahren Wald von Signalen. SchlieBlich fan-
den wir den Grund dafiir heraus: Was anfangs ein einziges enzy-
matisches Produkt gewesen sein muB, hatte sich, selbst unter
diesen sehr milden Bedingungen, in ein Gemisch aus mindestens
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fiinf eng miteinander verwandten Verbindungen umgewandelt.
Die Entdeckung, daB sich alle filnf Formen langsam in dasselbe,
letztlich stabile Isomer umwandelten, wies uns einen Weg aus
dieser scheinbar aussichtslosen Situation. Mit einem nun festen
Ziel vor Augen konnte die bereits im Fall von Pricorrin-6A 16
und Pricorrin-6B 19 so erfolgreiche Methode der Mehrfach-
13C-Markierung dazu benutzt werden, um der stabilen Form
von Pricorrin-8x die Struktur 22 zuzuordnen®3! (Schema 8).
Tatsdchlich befanden sich die beiden neuen C-Methylgruppen
an C-5 und C-15; C-15 war, wie auch C-10, sp3-hybridisiert,
wihrend C-8 im sp?-Zustand vorlag. Die Festlegung der Konfi-
gurationen an allen Zentren aufler an C-3 und C-15 beruht
darauf, daB Pricorrin-8x enzymatisch in Hydrogenobyrinsiure
12 itberfithrt werden kann. Da sich Hydrogenobyrinsdure aber
nicht bildet, wenn die stabile Form von Pricorrin-8x mit dem
besagten Enzymsystem inkubiert wird, lielen sich die Konfigu-
rationen an C-3 und C-15 (die sich verdndert haben kénnten) zu
diesem Zeitpunkt der Untersuchung noch nicht bestimmen.

CO,H

COzH

COH

22 23 Pracorrin—8x
23a  Pracorrin—8x

Schema 8. Strukturaufkldrung von Pricorrin-8x 23.

Unser I[nteresse konzentrierte sich nun auf die Frage, welche
der bereits erwéihnten fiinf eng verwandten Formen von Pricor-
rin-8x nun die wahre Zwischenstufe der Biosynthese war. In
diesem Punkt brachte uns die HPLC-Trennung der fiinf Formen
ein gutes Stiick voran. Es lieB sich zeigen, daf} eine von ihnen
enzymatisch schneller und effizienter in Hydrogenobyrinsdure
12 umgewandelt wurde als die anderen. Noch besser war, daf3
diese Form bei hohen pH-Werten einigermaBen stabil war. Wie
oben beschrieben wurde nun diese wahre Zwischenstufe aus
Pracorrin-3A (wie 10) hergestellt, das seinerseits aus [2,3-
13C,JALA 4d biosynthetisch zuginglich war. Dieses Experi-
ment war dazu angelegt, C-12 und das mit ihm verkniipfte Koh-
lenstoffatom in Pricorrin-8x zu untersuchen; vergessen wir
dabei nicht, daB man bei Arbeiten im HalbmikromaBstab
NMR-Informationen nur von !*C-markierten Atomen und ih-
ren Nachbarn erhilt. Die Ergebnisse zeigten, daB sich eine Me-
thylgruppe an C-12 befindet, das selbst sp>-konfiguriert ist. Die-
se beiden Kohlenstoffatome sind in Struktur 23a durch
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schwarze Dreiecke markiert. Bei der Decarboxylierung entsteht
zundchst eine Methylengruppe, die sich aber durch Tautomeri-
sierung in eine Methylgruppe umwandelt (Schema 9). Aufgrund

T

coH COH COH

24 25 26
Schema 9. Zum Mechanismus der Decarboxylierung der Acetatgruppe an C-12.

der bereits vorgestellten Ergebnisse und der weiterer umfangrei-
cher 'H-NMR-Untersuchungen mit dem wahren Pricorrin-8x
ergab sich Struktur 23 fiir diese Zwischenstufe!*3!. Die sp*-Hy-
bridisierung von C-8 in Pricorrin-8x 23
wurde *3C-NMR-spektroskopisch nach-
gewiesen. Dazu mufite man das Spektrum
einer aus [4-'3CJALA und [Methyl-
13CISAM hergestellten Probe im ur-
spriinglichen, schwach sauren Wasser so
schnell aufnehmen, daf} es nicht zu einer
nennenswerten Umwandlung von Pricor-
rin-8x in seine stabile Form kommen
konnte. Im Bereich von 6 ~ 99, wo das
C-8-Signal der stabilen Form erscheint,
fand man nur ein duBerst schwaches Si-
gnal, das aber mit zunehmender Um-
wandlung in 22 an Intensitdt gewann.
An dieser Stelle ist eine Bemerkung zur
Bildung von mindestens vier weiteren
Formen des wahren Pricorrins-8x 23 an-

COH

¢ gebracht. Dabei kann man davon ausge-
A=A =% hen, daB es bei der Umwandlung von 23 in
A=A =" 22 durch Ausbildung des tber die Rin-

ge A und B ausgedehnten Amidinsystems

zu einer Stabilisierung kommt™#, Zusétz-

lich zu den in 22 und 23 dargestellten Tau-
tomeren konnen die beiden voneinander getrennten Chromo-
phore in Form weiterer Tautomere vorkommen; dariiber hinaus
ist eine Epimerisierung an C-3, C-8 und C-15 mdglich. Die ver-
schiedenen Kombinationen dieser Regio- und Stereoisomere
sind fiir die Bildung unterschiedlicher Formen verantwortlich,
die sich aber schlieBlich alle in die thermodynamisch stabilere
Form 22 umwandeln. Die Klirung der stereochemischen Ein-
zelheiten und anderer Details bleibt zukiinftigen Untersuchun-
gen vorbehalten. Erst einmal miissen wichtigere Probleme gelost
werden. Da die Natur von Précorrin-8x 23 nun fast vollstindig
aufgedeckt werden konnte, war dies sicherlich die richtige Vor-
gehensweise!

Das fiir die Umwandlung von Précorrin-6B 19 in Précorrin-
8x 23 verantwortliche Enzym konnte aus einem gentechnisch
verdnderten Stamm [SC510(pXL253)] aus Ps. denitrificans
durch schnelle Protein-Liquidchromatographie (FPLC) bis zur
Homogenitit!3®) gereinigt werden. Dieses vom cobL-Gen co-
dierte Protein ist ein Polypeptid mit M, 43000 1 1000. Dieses
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Ergebnis stimmt gut mit dem aus der Gense-
quenz berechneten Wert von 42900 Dalton
iiberein. Gelpermeationsstudien deuten je-
doch auf eine starke Assoziation im nativen
Zustand hin. Dabei treten moglicherweise
Octamere auf. Wir haben bereits auf die be-
merkenswerte Eigenschaft dieses Enzyms
hingewiesen, sowohl C-Methylierung als
auch Decarboxylierung zu katalysieren. Ge-
genwirtig ist die Reihenfolge der beiden Me-
thylierungen und der Decarboxylierung noch
unbekannt. Wir wissen aber bereits, dafl man
bei der Inkubation von Pricorrin-6A 16 mit
der Standardpriparation von acht Enzymen
(einschlieBllich CobL), aber ohne SAM, als
Endprodukt Pricorrin-6B 19, und nicht seine
12-decarboxylierte Form erhilt. Daher geht der Decarboxylie-
rung wahrscheinlich mindestens eine C-Methylierung voraus.
Vergleicht man einmal die CobL-Sequenz mit den Sequenzen
anderer Methyl-Transferasen der B, ,-Biosynthese (CobA, Cobl
und, wie wir spiter noch sehen werden, auch CobF, CobJ und
CobM), kann einem Teil des CobL-Proteins die Funktion einer
Methyl-Transferase zugeschrieben werden. Auflerdem existiert
ein zusdtzlicher carboxyterminaler Bereich von M, &~ 20000,
der wahrscheinlich die Decarboxylase-Aktivitdt trigt?* 391
Diese Doppelaktivitit hat man als das Ergebnis einer Fusion
zwischen urspriinglich voneinander getrennten Vorgingergenen
gedeutet, von denen das eine fiir die C-5/C-15-Methylase-Akti-
vitdt, das andere fiir die Acetat-Decarboxylase-Aktivitit co-
diert®°). Erst kiirzlich wurde diese Interpretation durch die Be-
schreibung zweier getrennter Gene, cbiE und cbiT bei der
Biosynthese in Salmonella typhimurium gestiitzt!*3!, Die beiden
Genprodukte weisen jeweils eine starke Homologie mit den ami-
noterminalen und den carboxyterminalen Regionen von CobL
auf (Tabelle 2).

4.4. Die letzte Umlagerung zur Bildung des
Corrin-Makrocyclus

Préacorrin-8x 23 und Hydrogenobyrinsdure 12 sind Isomere.
Die Umwandlung von 23 in 12 wird durch die Wanderung der
C-11-Methylgruppe nach C-12 initiiert. Hierbei handelt es sich
um eine [1,5]-sigmatrope Umlagerung, die suprafacial verliuft.
Auf diese Weise wird die Blockade beseitigt, die die Bildung
eines konjugierten Systems verhindert. Das Molekiil kann nun
zu der aufgrund ihres ausgedehnten konjugierten Systems ther-
modynamisch stabileren Hydrogenobyrinsiure 12 tautomeri-
sieren (Schema 10). Man wuBte bereits, daB die Umilagerung
von einem Enzym katalysiert wird, das in der Mischung der
uberproduzierten Proteine vorkommt, die routinemiBig fiir vie-
le der oben beschriebenen Untersuchungen verwendet worden
waren. Es wurde zuerst als ein Protein isoliert'°!, das Hydro-
genobyrinsdure 12 spezifisch bindet. Erst spiter wurde klar, daBl
es sich bei diesem Protein um genau das Enzym handelte, das die
Bildung von Hydrogenobyrinsiure 12 aus Pricorrin-8x 23 kata-
lysiert. Die Analyse der N-terminalen Sequenz dieses Proteins
zeigte, dal} das dazugehorige Gen cobH war. Das sind die Irrun-
gen und Wirrungen wissenschaftlicher Forschung! Bald war ein
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23 Préacorrin—8x

12 Hydrogenaobyrinséure

Schema 10. Umlagerung von Pricorrin-8x 23 in Hydrogenobyrinsiure 12.

Stamm von Ps. denitrificans [SC510 Rif" (pXL1149)] mit cobH
als dem einzigen amplifizierten Gen konstruiert. Aus dem 16sli-
chen Protein dieses Stammes erhielt man durch wiederholte
FPLC-Fraktionierung an einer Reihe unterschiedlicher Sdulen
reines CobH-Enzym; als Assay diente die Hydrogenobyrinsiu-
re-Synthase-Aktivitdt'*#, Einen zusitzlichen Beweis, daB das
richtige Enzym und das richtige Gen fiir die C-11-C-12-Umla-
gerung entdeckt worden waren, lieferte ein weiterer gentech-
nisch verdnderter Stamm von Ps. denitrificans, in dem cobH
nicht iiberexprimiert worden war. Die anschlielende Umwand-
lung von Pricorrin-6A 16 durch das I6sliche Enzymsystem die-
ses Stammes wurde genau auf der Stufe von Pricorrin-8x 23
unterbrochen, das mit 45% Ausbeute isoliert wurde#?].

Unter den iblichen denaturierenden Bedingungen betrigt die
relative Molekiilmasse des CobH-Enzyms M, 22000 + 1000,
und Gelpermeationsstudien ergaben, dall das Protein monomer
vorliegt!?!, Enzyme, die Umlagerungen katalysieren, wecken
immer ein besonderes Interesse, und man fragt sich hier natiir-
lich, auf welche Weise CobH die C-11-C-12-Methylwanderung
katalysiert. Ring-C von Pricorrin-8x 23 ist ein disubstituiertes
Pyrrolenin, das in der Lage sein sollte, von allein Umlagerungen
einzugehen™®! — genau das aber tut es nicht! Méglicherweise
besteht der enzymatische Trick darin, Priacorrin-8x 23 durch
Bindung an das Enzym aus einer ungiinstigen in eine glinstige
Konformation zu itberfiihren, die die stereoelektronischen Er-
fordernisse der Umlagerung erfiillt. Da dieses Enzym in gréfle-
ren Mengen verfiigbar ist und es sich um ein relativ kleines
monomeres Protein handelt, lohnt es sich sicherlich, hier weiter-
zuforschen.

In unserem Uberblick haben wir bis jetzt, wie in Schema 1
zusammengefafit, den frithen Teil der B, ,-Biosynthese beschrie-
ben, der bei ALA 4 beginnt und bis zu Priacorrin-3A 10 reicht.
Daran schlo8 sich eine ausfithrlichere Beschreibung der Entdek-
kung von Pricorrin-6A 16 an, die es ermoglichte, den Rest des
Biosyntheseweges bis zu Hydrogenobyrinsdure 12 aufzukliren.
Dabei fanden wir zwei weitere neue Zwischenstufen, Pracorrin-
6B 19 und Pricorrin-8x 23. Nachdem wir uns von Pricorrin-6A
16 aus zundchst bis zur Hydrogenobyrinsdure vorgearbeitet ha-
ben, wollen wir uns nun riickwarts auf Pricorrin-3A 10 zube-
wegen und auf diese Weise die einzige noch verbliebene
Liicke auf dem Weg zur ersten corrinoiden Zwischenstufe 12
schlieflen. Zuvor soll jedoch noch ein anderer Punkt aufgegrif-
fen werden.
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5. Zur Synthese mit iiberproduzierten Enzymen

Ohne jeden weiteren Kommentar war in diesem Riickblick
vielfach davon die Rede gewesen, dall komplexe Verbindungen
,,enzymatisch synthetisiert werden**. Dabei verwendete man je-
weils eine Kombination von Enzymen, die durch Uberexpres-
sion der entsprechenden Gene in grofleren Mengen zugénglich
waren. Die Moglichkeiten, die dieser Ansatz eréffnet, sind ins-
besondere fiir Organiker viel zu wichtig, um stillschweigend dar-
iber hinwegzugehen. So umfafite z.B. die In-vitro-Synthese von
Pricorrin-6A 16 aus ALA 4— Grundlage aller hier vorgestellten
Arbeiten zur Strukturaufklirung — den kombinierten Einsatz
von insgesamt neun iiberproduzierten Enzymen!®*. Bei der
ganz dhnlichen Synthese von Hydrogenobyrinsiure 12 war
sogar das sequentielle Zusammenspiel von zwolf iiberproduzier-
ten Enzymen notwendig??4). In beiden Fillen konnte ausrei-
chend Material fiir weitere enzymatische und spektroskopische
Experimente gewonnen werden. Dies waren, soweit wir wissen,
die ersten Beispiele (1990), in denen fiir derartige Synthesen eine
grofle Anzahl iberproduzierter Enzyme verwendet worden ist.
Mit Sicherheit gilt dies fiir die Chemie der Tetrapyrrole. Aber
auch andere Gruppen haben auf diesem oder jenem Gebiet 4hn-
liche Beispiele gefunden®? *7) auch wenn in der Regel nicht so
viele Enzyme beteiligt gewesen sind.

Am Beispiel der Synthese von Pricorrin-3A 10 1483t sich durch
Vergleich des nichtenzymatischen mit dem enzymatischen An-
satz eindrucksvoll die gewaltige Leistungsfahigkeit der enzyma-
tischen Methode demonstrieren. So wurde fiir den Isobacte-
riochlorinoctamethylester 30, dessen entsprechende Octa-

COLA COR

carbonsidure 29 die Didehydroform von Pricorrin-3A 1@ dar-
stellt, eine nichtenzymatische, stereokontrollierte Synthese aus-
gearbeitet*®. Aus dem Ester 30 kann man
leicht Précorrin-3A 10 herstellen. Die Synthese
von 30 bildete den Héhepunkt einer mehr als
zehnjdhrigen Forschungstitigkeit. Sie war not-
wendig, da zu Beginn Gberhaupt keine Metho-
de fir die Synthese irgendeines Isobacterio-
chlorin-Makrocyclus, nicht einmal eines sol-
chen mit einfachen Substituenten bekannt war.
Diese Synthese war besonders befriedigend : Es
wurde viel ,,neue Chemie* entdeckt, und viele
hervorragende Chemiker wurden wéhrend die-
ser Zeit ausgebildet. Wenn man jedoch Préi-

corrin-3A 10 oder das verwandte 30 fiir weiter- COH

gehende Untersuchungen benétigt, stellt sich
unweigerlich die Frage, ob eine solche nicht-
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enzymatische Synthese der richtige Weg ist. Die Antwort lautet
eindeutig: Nein! Um die Synthese von Anfang an zu wiederho-
len, wiirden zwei erstklassige Chemiker mindestens ein Jahr be-
ndtigen, und die Ausbeute — ein verniinftiger Mafistab zu Be-
ginn der Synthese vorausgesetzt — betriige bestenfalls fiinf
Milligramm. Wie verhélt sich das bei einer enzymatischen Syn-
these?

Das Ausgangsmaterial ist hier ALA 4, das leicht in jedem
benotigten Mallstab hergestellt werden kann. Schema 1 zeigt,
daf} man fiir die Umwandlung von ALA 4 in Pricorrin-3A 10
fiinf Enzyme bendtigt, und zwar die, die durch hemB, hemC,

- hemD, cobA und cobl codiert werden. Mittlerweile stehen uns

Stdmme zur Verfiigung, die diese Gene iiberexprimieren und
damit auch gréBere Mengen der entsprechenden Enzyme lie-
fern[*°], Es ist sicherlich richtig, daB fiir die Entschliisselung von
Genetik und Molekularbiologie viele Jahre Arbeit notig waren,
um so den heutigen Stand der Dinge zu erreichen; aber die
Grundlagen sind nun gelegt, so daB3 wir diese Enzyme heute fiir
Synthesezwecke einsetzen konnen. Eine enzymatische Stan-
dard-Priparation von Pricorrin-3A 10 im LabormaBstab!**
ergibt 10-20 mg; und die ganze Synthese von ALA 4 zu Pricor-
rin-3A 10 dauert, wenn einem die entsprechenden Enzyme zur
Verfiigung stehen, ungefihr drei Tage. Selbst wenn man die
Kultur der iiberproduzierenden Stdmme sowie die Isolierung
und Anreicherung der Enzyme mit einkalkuliert, betrdgt die
dazu erforderliche Zeit nur wenige Wochen. Man kauan also auf
diese Weise in weit kiirzerer Zeit mehr Substanz herstellen als
mit der nichtenzymatischen Methode.

Man sollte nicht unerwéihnt lassen, daf3 viele Enzyme nicht
vollig substratspezifisch sind; dieser Umstand kann fiir die Syn-
these von Analoga eines bestimmten Naturstoffes ausgenutzt
werden. Dazu ist die nichtenzymatische Synthese eines Substra-
tes notig, dessen Struktur sich von der des natiirlichen Substrats
etwas unterscheidet. Ersetzt man beispielsweise Uro’gen I1I 7 in
Schema 1 durch sein 12-decarboxyliertes Analogon 27 (Sche-
ma 11), das auf einem einfachen, nichtenzymatischen Weg syn-
thetisiert werden kann, so funktionieren die beiden Methylase-
Enzyme (aus cobA4 und cobl) immer noch und produzieren das
Analogon 28 von Pricorrin-3A 10. Anstelle eines Acetatrestes
tragt es an C-12 eine Methylgruppe!®®l. Tatsichlich gibt es far
solche Synthesen von Naturstoffanaloga eine ganze Reihe von
Beispielent ',

Wie wird sich die Naturstoffsyntheseforschung angesichts
dieser gewaltigen Entwicklungen im Bereich der Molekularbio-

COH

COH COH CO,H
27 28

Schema 11. Enzymatische Synthese eines Naturstoffanalogons.

435



A. R. Battersby et al.

AUFSATZE

logie und Enzymologie wohl in zehn Jahren préisentieren? Ein
betridchtlicher Wandel scheint bevorzustehen, und es ist beson-
ders ermutigend zu sehen, welch groBe Leistungsfahigkeit in der
Kombination von nicht-enzymatischen und enzymatischen Syn-
thesen steckt. Aber noch ist dies Zukunftsmusik. Wir konnen
nun zum Vitamin-B,,-Biosyntheseweg zuriickkehren, um die
Liicke zwischen Précorrin-3A 10 und Pricorrin-6A 16 zu schlie-
Ben.

6. Von Pricorrin-3A zu Pricorrin-6A
6.1. Pricorrin-4: wieder eine iiberraschende Struktur

Der nichste Schritt der Biosynthese verdeutlicht, wie wertvoll
die Herstellung von Stimmen eines Organismus ist, aus denen
bestimmte Gene eliminiert worden sind. Im Fall von Ps. denitri-
Jficans fiihrte die Entfernung des cobM-Gens aus einem Stamm
zu einer Enzympréparation, die Pricorrin-3A 10 effizient in eine
neue Zwischenstufe umwandelte, bei der es sich um das tetrame-
thylierte Pricorrin-4 handelte!>?!. Was Pricorrin-2 9 und Pri-
corrin-3A 10 betrifft, wurden die Strukturuntersuchungen im
wesentlichen an den stabileren (um zwei Was-
serstoffatome drmeren) konjugierten Derivaten

durchgefiihrt, die leicht durch Luftoxidation zu- CO,H
ginglich sind. Dasselbe gilt auch fur Pricorrin-4,

da es sich an der Luft leicht in sein Didehydro-

Derivat, das als Faktor IV bekannt ist, umwan- °
delt. Bei der chromatographischen Reinigung +H,

und der anschlieBenden massenspektrometri-
schen Untersuchung stellte sich heraus, daB} Fak- 4a
tor I'V als ein Gemisch von zwei Isomeren vorlag,
deren Eigenschaften auf Epimere hindeuteten.
Dabei handelt es sich wahrscheinlich um C-3-Epi-
mere!52-331. Da Epimerisierungen dieser Art bei
fast allen bislang isolierten Zwischenstufen des
B,,-Biosyntheseweges beobachtet worden sind,
brauchen wir uns an dieser Stelle nicht weiter da-
mit zu befassen. Alle weiteren Untersuchungen
konzentrierten sich daher auf das Hauptepimer.

Pricorrin-3A 10 war schon frither durch enzy-
matische Reduktion aus seinem Didehydro-Ana-
logon 29 regeneriert worden!?2. Auf dieselbe
Weise reduzierte man nun Faktor I'V durch Inku-
bation mit dem vollstindigen Enzymsystem ein- 31
schiiellich NADH, jedoch ohne NADPH, um so
Pricorrin-4 wieder zuriickzubilden. Da in der In-
kubation aber NADPH fehlte, brach die bei Pra-
corrin-4 einsetzende Biosynthesesequenz auf der
Stufe von Pricorrin-6A 16 ab, das dann isoliert
wurde. Dieses Ergebnis zeigt eindeutig, daB Pricorrin-4 eine
Zwischenstufe der Vitamin-B,,-Biosynthese ist. Es kann gar
nicht oft genug betont werden, wie wichtig es ist, eindeutig nach-
zuweisen, daB eine mutmaBliche Zwischenstufe biosynthetisch
in das Endprodukt umgewandelt wird oder, wie in unserem Fall,
in ein anderes, bereits nachgewiesenes Zwischenprodukt iiber-
gefiihrt wird.

Die Strukturuntersuchungen folgten dem mittlerweile eta-
blierten Verfahren, aus [S-'3JALA 4a, [4-'3*CJALA 4b und
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31a Pracorrin-4 B = 2C @
31b Pracorin-4 W = °C @

[3-13CJALA 4c drei Proben von Faktor IV zu synthetisieren.
13C- und '"H-NMR-Untersuchungen'2! dieser drei Proben er-
gaben fiir Faktor IV die Struktur 32; aus Griinden der Uber-
sichtlichkeit sind in Schema 12 lediglich die beiden ersten Mar-
kierungsmuster dargestellt. Dabei ist zu beachten, dalB
Kohlenstoffatome mit demselben Symbol in derselben Probe
13C-markiert sind; *3C-Markierungen von Kohlenstoffatomen
mit unterschiedlichen Symbolen beziehen sich dagegen auf un-
terschiedliche Proben. Die wichtigsten Beobachtungen dabei
waren, daB3 a) C-1 und C-19 direkt verkniipft sind, b) ein Tief-
feldsignal (6 = 210.8) aus dem Spektrum der Probe 32a aus
[5-13C]ALA der Carbonylgruppe des Acetylrestes zugeordnet
werden kann und c) C-19 sp?-konfiguiert ist und sich die Acetyl-
gruppe daher an C-1 befindet. Da Faktor IV 32 und Pricorrin-4
liber eine reversible Redoxreaktion miteinander in Beziehung
stehen, ergibt sich aus der Struktur von Faktor I'V 32 fiir Pra-
corrin-4 die Konstitution 31. Ein Vergleich dieser Struktur mit
der von Pricorrin-3A 10 macht deutlich, daB sowohl die Methy-
lierung an C-17 als auch eine Oxidation stattgefunden hat (ins-
gesamt wird ein Sauerstoffatom addiert). Dabei handelt es sich
in diesem Fall um eine Erhéhung der Oxidationsstufe, die spiter
durch die Reduktase CobK wieder erniedrigt wird.

CO,H COH

NH, *NH,

4b 4c

CO,H

CO,H

Pracorrin—4 @ = m = '2C 32 Fakior-IV @ = m = '2C
= B¢ '32a Fakior-lV m="C @ = 'C
= 12¢ 32b Fakior-V B = °C @ = '2C

Schema 12. !3C-Markierung von Pricorrin-4 31 und Faktor 1V 32.

Und wieder einmal waren die mit der B,,-Biosynthese be-
schiftigten Wissenschaftler und andere Kenner der Szene iiber-
rascht: dieses Mal von der Struktur von Pricorrin-4 31. Zum
einen kam die Ringkontraktion sicherlich unerwartet friih. Die
groBte Uberraschung aber war, daB sich die Acetylgruppe
an C-1 befand. Dieser Befund brachte unsere bis dato gehegte
Vorstellung ins Wanken. DaB im Verlauf der Ringkontraktion
eine Acetylgruppe entstehen wiirde, war aufgrund des mut-
maBlichen Mechanismus zu erwarten gewesen!**l. Aus dieser
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Acetylgruppe wirde dann die Essigsdure gebildet werden, die
bei der Ringkontraktion in Pr. shermanii nachgewiesener-
malen aus dem Molekiil abgespalten wird (siche Abschnitt 2).
Vor der Entdeckung von Pricorrin-4 31 waren jedoch alle Spe-
kulationen davon ausgegangen, daB} sich die Acetylgruppe an
C-19, und nicht etwa an C-1 befand. Dieses Schliisselelement
der Struktur 31 fiir Pracorrin-4 wurde durch einen unumstoBli-
chen Beweis gestiitzt, der durch eine Kombination von nicht-
enzymatischer und enzymatischer Synthese sowie NMR-spek-
troskopischen Untersuchungen erarbeitet wurde. Dazu wurde
der [1,10,20-1*C;]Uroporphyrin-Ill-ester aus dem Ausgangs-
material 18 (Schema 4) synthetisiert. Die direkte Verkniipfung
der beiden wichtigen 3C-Atome C-1 und C-20 in dieser Ver-
bindung wurde !*C-NMR-spektroskopisch nachgewiesen.
Durch Hydrolyse und Reduktion erhielt man [1,10,20-'*C,)-
Uro’gen IIT 7e (Schema 13), das dann enzymatisch in Précor-
rin-3A umgewandelt wurde. Nach einigen Reinigungsschritten
wurde Pricorrin-3A schlieBlich durch Inkubation mit einem
Gemisch von Enzymen ohne CobM in Pricorrin-4 31e, und
damit in Faktor IV 32e, iiberfiithrt. Das !'*C-NMR-Spektrum
des markierten Faktors IV zeigte, daBl die Signale fiir die
Carbonylgruppe des Acetylrestes (urspriinglich C-20) sowie fur
C-1 als Dubletts erschienen, d. h. also, daB3 diese Kohlenstoffato-
me direkt verkniipft sind. Damit ist die SchluBfolgerung, da3
sich die Acetylgruppe von Faktor IV 32, und damit auch in
Pricorrin-4 31, an C-1 befindet, zwingend®3!. Zusitzlich wurde
Faktor [V biosynthetisch aus Priacorrin-3A 10b (Schema 3) ge-
wonnen, das seinerseits aus [4-'13CJALA 4b und [Methyi-'*C}-
SAM hergestellt worden war. [Methyl-'*C]SAM wurde auch im
letzten Schritt als Quelle fiir die vierte Methylgruppe eingesetzt.
Die Dubletts fiir C-17 und die zuletzt angefiigte Methylgruppe
im 13C-NMR-Spektrum von Faktor IV bestitigten ihre direkte
Verkniipfung. Sehr wertvoll war fiir uns die Beobachtung eines
Singuletts fiir die Methylgruppe des Acetylrestes!®3, Und
schlieBlich ist es im Zusammenhang mit Faktor IV interessant,
daB ein enger Verwandter des zugrundeliegenden kontrahierten
Makrocyclus schon frither fiir andere Zwecke synthetisiert wor-
den warl®4,

In befriedigender Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der
schon beschriebenen Pulsmarkierungsexperimente, die uns iiber
die Reihenfolge der C-Methylierungen nach der dritten Methy-
lierung Auskunft geben sollten, steht der Befund, daB die vierte
Methylgruppe, die in den Makrocyclus eingefiigt wird, an C-17
in Pricorrin-4 31 erscheint. Sowohl in Pr. shermanii als auch in
Ps. denitrificans wurden die Methylgruppen in der Reihenfolge
17, 12, 1 und schlieBlich 5/15 eingebaut. Aus den bereits darge-
stellten Untersuchungen an Pricorrin-6A 16 geht hervor, dal
die fiinfte Methylgruppe, die in den Corrinen an C-12 auftritt,
urspriinglich an C-11 eingebaut wird. Da die weitere Transfor-
mation von Pricorrin-4 31 durch Deletion des cobM-Gens un-
terbrochen und deshalb Pricorrin-4 31 angereichert wird und
weil die Sequenzanalyse cobM als eine Methyltransferase aus-
weist, muf es sich bei cobM um die 11-Methyl-Transferase in
Ps. denitrificans handeln'®1,

Nach einer Reihe chromatographischer Schritte gelang es, die
CobM-Methyl-Transferase in homogener Form aus cinem
Stamm von Ps. denitrificans zu isolieren, in dem nur das cobM-
Gen iiberexprimiert worden war. Mit Hilfe der iiblichen SDS-
PAGE-Analyse (SDS-PAGE = Natriumdodecylsulfat-Polyac-

Angew. Chem. 1995, 107, 421-452

7e Uro'gen llI

COH CO,H

COH

COM

31e Pracorrin-4 @ = '°C

CO,H

COH COH

CO,H

HO,C
Me

_ 13
HO,C 32e Faktor-lV @ = ~C

COH CO,H

Schema 13. Nachweis, daB sich die Acetylgruppe von Pracorrin-4 31 an Position 1
befindet.

rylamid-Gelelektrophorese) wurde fiir CobM eine relative Mo-
lekiilmasse von M, 31000 + 2000 ermittelt. Die Sequenz der
ersten fiinfzehn Reste an seinem N-Terminus stand in voller
Ubereinstimmung mit den Erwartungen aus der DNA-Sequenz,
auch wenn das N-terminale Methionin bei der Bildung des rei-
fen Proteins entfernt worden war!>?!,

6.2. Atempause

Der Aufstieg zum Gipfel war nun fast geschafft, und wir
berichten hier bereits {iber jiingste Forschungsergebnisse. Was
also blieb noch zu tun? In Abschnitt 3 wurde dariiber berichtet,
wie man herausfand, daf fiir die Biosynthese von Hydrogeno-
byrinsdure 12 aus Uro’genIII 7 neun Enzyme nétig sind.
Fiir diese Enzyme codieren die cob-Gene mit den Buchstaben
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A, EG,H, 1 J K, Lund M.In Schema 1 wurde gezeigt, daf3 fiir
die Bildung von Pricorrin-3A 10 cobA und cobl erforderlich
sind. Der Hauptabschnitt des Ubersichtsartikels beschiiftigte
sich damit, wie die Funktionen der durch cobM, cobK, cobL und
cobH codierten Enzyme entdeckt wurden. Zu diesem Zeitpunkt
(Mirz 1993) war noch unbeantwortet, welche Funktionen die
durch die restlichen Gene codierten Enzyme haben. Bei diesen
Genen handelt es sich um cobG, cobF und cobJ. Wie aus der
bisherigen Darstellung hervorgeht, wandeln die entsprechenden
Enzyme Pricorrin-3A 10 in Pricorrin-6A 16 um. Dieser Prozel3
verlduft iiber das bekannte Pricorrin-4 31, das von CobM unter
Bildung von Pricorrin-5 an C-11 methyliert wird. Weiterhin
wubten wir aus Vergleichen der Sequenzen von CobF und CobJ
mit denen der bekannten Methyl-Transferasen (CobA, 1, M und
L), daBl diese beiden Enzyme ebenfalls Methyl-Transferasen
sind. Ganz anders dagegen verhielt sich CobG, und wir nahmen
an, daB} es die oxidative Stufe katalysiert, die vor Pricorrin-4 31
auftreten muB. Dies alles pafit ausgesprochen gut zusammen, da
jetzt nur noch die Korrelation der zwei C-Methylierungen (an
C-17 und C-1) mit ihren Enzymen aussteht. Hierflir bieten sich
CobJ und CobF an. An diesem Punkt 148t sich unsere Situation
vielleicht am besten mit der Losung eines Kreuzwortritsels oder
Puzzles vergleichen: Je mehr Teile an der richtigen Stelle liegen,
um so einfacher ist die Losung der verbleibenden Probleme.
Und zu diesem Zeitpunkt lagen schon fast alle Teile an ihrem
richtigen Platz!

6.3. Biihne frei fiir die Ringkontraktion: Pricorrin-3B

Um die noch offenen Fragen zu kldren, wurden die CobG-,
CobJ- und CobF-Enzyme allein und in Kombination daraufhin
untersucht, ob sie Priacorrin-3A 10 transformieren kdnnen. Na-
titrlich konnten diese Experimente erst durchgefithrt werden,
nachdem Stdmme von Ps. denitrificans konstruiert worden wa-
ren, in denen cobG, cobJ und cobF getrennt
amplifiziert worden waren!®l. Cob]J allein
zeigte keinerlei Wirkung auf Pricorrin-3A,
wohingegen cobG und cobJ zusammen das be-
kannte Pricorrin-4 31 lieferten. CobJ ist eine
Methyl-Transferase, und aus der Struktur von
Pracorrin-4 31 kann man schliefen, daB es sich
bei diesem Enzym um die 17-Methyl-Trans-
ferase handeln muB}. Das bedeutet also, daB
CobG vor CoblJ wirksam werden mull. Auf-
grund von Arbeiten mit acht gentechnisch ver-
dnderten Stimmen von Ps. denitrificans, aus
denen nacheinander die Gene cobF bis cobM
entfernt worden waren, hatte es schon frither
Hinweise darauf gegeben, daB CobG das auf
Prdcorrin-3A 16 einwirkende Enzym ist. Nur
der Stamm ohne cobG reicherte Priacorrin-3A
10 intrazellulir ant*®. Bei nidherer Untersu-
chung zeigt sich, daB CobG allein Pricorrin-
3A 10 in ein neues, nicht weiter methyliertes COH
Zwischenprodukt umwandelte, das man aus
diesem Grund als Pricorrin-3B bezeichne-
tel37). Wie schon in fritheren Fillen lieBen sich
auch hier zwei [somere isolieren. Beide konn-
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10a Pracorrin-3A @ = °C m
10b Pracorin-3A @ ='2C m

ten durch eine Inkubation mit dem CobJ-Enzym und SAM mit
hoher Ausbeute in das Pricorrin-4 31, und damit in eine gesi-
cherte Zwischenstufe der B,,-Synthese, umgewandelt wer-
den'®31, Die Isomere sind mit groBer Wahrscheinlichkeit an C-3
epimer; dies ist aber nebensédchlich, und unsere Aufmerksam-
keit wird sich hier auf das Hauptepimer richten. Massenspektro-
metrisch ergab sich eine Molekiilmasse von 894; das sind 16
Masseneinheiten mehr als fiir Pracorrin-3A 10. Insgesamt ent-
spricht dies der Einfithrung eines Sauerstoffatoms in Priacorrin-
3A 10 bei der Bildung von Pricorrin-3B. Auf diese Weise konnte
bestiitigt werden, dal CobG das oxidierende Enzym ist?®7l,
Eine vollstindige Darstellung der Strukturaufklirung von
Pracorrin-3B eriibrigt sich, da hier, wie auch fiir alle fritheren
neuen Zwischenstufen, genau dieselbe Methode der Mehrfach-
13C-Markierung benutzt wurde. Das Fourier-Transform-Infra-
rotspektrum der Verbindung wies eine starke Bande bei
1799 cm ™! auf, die auf die Gegenwart eines y-Lactons hindeu-
tete. Die Markierungsmuster fiir zwei der drei unterschiedlich
13C-markierten Proben von Pricorrin-3B sind in den Struktu-
ren 33a und 33b zusammengefalt (Schema 14). Die Zuordnun-
gen sowohl in den 'H- als auch in den '*C-NMR-Spektren
wurden sehr sorgfiltig durchgefithrt. Um die der Verbindung
zugewiesene Struktur 33 zusdtzlich abzusichern, wurden um den
ganzen Makrocyclus herum auf 'H, '*C-Nah- und Weitbe-
reichskopplungen beruhende Beziehungen aufgestellt!®™). Tat-
sichlich 146t die Fiille der Beweise keinen Zweifel daran, dal
dies die korrekte Struktur ist, auch wenn die Konfigurationen an
C-20 und C-1 noch bestimmt werden miissen. Die Struktur von
Pricorrin-3B 33 war ebenfalls eine Uberraschung, da vor 1990
die allgemeine Ansicht dahin ging, daB3 die nichste auf Pricor-
rin-3A 10 folgende Stufe wahrscheinlich die C-17-Methylierung
oder die Decarboxylierung des 12-Acetats sein wiirde. Ausge-
sprochen interessant ist auBerdem, daB3 der Oxidationsschritt,
der zu Pricorrin-3B 33 fiihrt, die Ringkontraktion noch nicht
bewirkt; jetzt aber ist die Grundlage dafiir geschaffen, daB sie

COH COH
;o o
*NH, *NH,
4a 4b

N

COH

COH

CO,H CO,H CO,H
= 12¢ 33 Pracorin-3B @ = m = '°C
= 1¥¢ 33aPriconin-3B @ = C mw = '%C
33b Pracorrin38 @ = °c g = '%C

Schema 14. '*C-Markierung von Pricorrin-3B 33a und 33b.
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wahrend der nun folgenden, durch CobJ ka-
talysierten Umwandlung in Pricorrin-4 31,
bei der es auch zur Methylierung von C-17
kommt, ablaufen kann.

Das reine CobG-Enzym ist ein braungrii-
nes Protein. Es wird aus einem Stamm von
Ps. denitrificans isoliert, der cobG und cobF
iiberexprimiert. Die durch SDS-PAGE ermit-
telte Molekiilmasse von CobG betrigt
46000 + 2000. Das Assay beruhte auf der
Bildung von Pricorrin-4 31 aus Pricorrin-3A
10. Dazu wurden die zu untersuchenden Ex-
trakte unter Zugabe von CobJ inkubiert. Alle
Eigenschaften von CobG sowie der Nachweis
von Eisen und Sulfid deuteten darauf hin,
dalB3 es sich bei diesem Enzym um ein Eisen-
Schwefel-Protein mit einem [4Fe-4S]-Cluster oder zwei
[2Fe-2S]-Clustern handelte!>>. Mit den entsprechenden Domi-
nen der Ferredoxin-Sulfit-Reduktase (EC 1.8.7.1), dem Sulfit-
Reduktase-Hamoprotein CysI (EC 1.8.1.2) und der Ferredoxin-
Nitrit-Reduktase (EC 1.7.7.1) weist die C-terminale Doméne
von CobG ca. 25% Identitét auf (Tabelle 2)1%% %1, Es ist wich-
tig, daB} die vier Cystein-Reste, von denen man annimmt, daf} sie
den [4Fe-4S]-Cluster in Cysl und Spinat-Nitrit-Reduktase!>®
koordinieren, an den Positionen 338, 344, 377 und 381 der
CobG-Sequenz aufgereiht sind. Das reine CobG-Enzym kataly-
siert die Umwandlung von Pricorrin-3A 10 in Pricorrin-3B 33
ohne Zusatz von Cofaktoren. Diese Oxidation lduft unter den
hier gewdhlten anaeroben Bedingungen in bezug auf das Enzym
mehr oder weniger stochiometrisch ab. Die Gruppe um Scott
hat jedoch kiirzlich, als sie Pracorrin-3A 10 mit CobG inkubier-
te, Uber das Auftreten von '*C-NMR-Signalen berichtet, die
der Pricorrin-3B 33 zugewiesenen Struktur (siehe oben) ent-
sprechen. Dabei machte man die wertvolle Beobachtung, da8
das CobG-Enzym in Gegenwart von Sauerstoff Turnover
zeigt!®01,

3

6.4. Pricorrin-5: eine Struktur ohne Uberraschungen

CobM war bereits als das Enzym identifiziert worden, daf
C-11 von Pricorrin-4 31 methyliert; dabei sollte Pracorrin-5 34
entstehen. Fir die Einfithrung der Methylgruppe, die man in
Pricorrin-6A 16 an C-1 beobachtete, bleibt einzig CobF ibrig,
und in der Tat ist dieses Enzym eine Methylase. A priori be-
trachtet, scheinen diese beiden Stufen ohne Umwege abzulau-
fen. Damit war es schr wahrscheinlich, daB3 die Biosynthese
diesmal keine Uberraschungen fiir uns bereithielt. Und so war
esdann auch: Pricorrin-5 34 konnte auf biosynthetischem Wege
unter Einsatz von CobG, CobJ, CobM und SAM, aber ohne
CobF aus Pricorrin-3A 10 hergestellt werden!®. Alternativ
lieB sich Pracorrin-5 34 durch Inkubation mit CobM und SAM
auch aus Pricorrin-4 31 gewinnen(®!l. Um die Strukturbestim-
mung von 34 NMR-spektroskopisch zu ermoglichen, wurden
wiederum mehrfach !3C-markierte Formen von Pricorrin-5
hergestellt!®!]. Wie man sehen kann, handelt es sich bei der
Struktur 34 um das erwartete 11-methylierte Derivat von Pra-
corrin-4 31 (Schema 15). Spiter werden wir noch darauf einge-
hen, wie die Acetylgruppe an C-1 von Pricorrin-5 34 entfernt
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Préacorrin—4

COLH CO,H

COH COM COH

34 Pracorrin-5

Schema 15. Struktur von Pricorrin-5 34.

werden kann, um an dieser Stelle eine C-Methylierung zu er-
moglichen. Die dazu nétige Reaktivitit ist in jedem Fall vorhan-
den, da der Acetylrest intrinsisch labil®>3:®11 ist und im Verlauf
der Umwandlung hchstwahrscheinlich als Essigsdure verloren-
geht!®3], die uns bereits aus den frithen Untersuchungen an Pr.
shermanii als Eliminierungsprodukt bekannt ist. Dieses desace-
tylierte Produkt wurde isoliert und als Faktor V bezeichnet!>3!,
Der Weg von ALA 4 zu Hydrogenobyrinsdure 12 ist nun
vollstindig und wird gleich in einer mechanistischen Diskussion
zusammengefaBt werden. Zunédchst aber wollen wir das, was wir
iiber Ps. denitrificans herausgefunden haben, mit dem Wissen
iiber den B,,-Biosyntheseweg in Pr. shermanii korrelieren.

7. Ein Vergleich der B, ,-Synthesewege in
Ps. denitrificans und Pr. shermanii

Obwohl Ps. denitrificans ein Aerobier ist und Pr. shermanii
zur Produktion von B,, mikroaerophil, also nahezu anaerob,
gezogen wird, besteht trotzdem eine signifikante Ubereinstim-
mung zwischen den B,,-Biosynthesewegen dieser beiden Orga-
nismen. In beiden Fillen sind das Ausgangsmaterial, ALA 4,
und das Produkt, Coenzym B, , 2, gleich; und auch alle Schritte
bis hin zu Pricorrin-3A 10 (oder moglicherweise bis Pracorrin-2
9) gleichen sich. Ein deutlicher Unterschied besteht im Zeit-
punkt der Insertion von Cobalt. In Ps. denitrificans sind die
Zwischenstufen auf dem gesamien Biosyntheseweg bis zur Hy-
drogenobyrinsiure 12 cobaltfrei. Der Einbau von Cobalt erfolgt
hier erst nach der Bildung des a,c-Diamids 43 der Hydrogenoby-
rinsdure; iiber weitere Einzelheiten wollen wir spéter berichten.
Anders verhilt sich dagegen Pr. shermanii. Cobalt wird hier, wie
bereits in Abschnitt 2 beschrieben, wahrscheinlich auf der Stufe
von Pricorrin-3A 10, vielleicht aber auch auf der Stufe von
Pracorrin-2 9 eingebaut. Die Untersuchungen haben gezeigt,
daf} die Cobaltinsertion schnell erfolgt und bereits zehn Minu-
ten nach Beginn der Inkubation mit *°Co?”* sowie dem vollstidn-
digen Enzymsystem der Zellen weitgehend abgeschlossen ist!"!.
Eine Schliisselfrage ist daher, ob der auf Pricorrin-3A 10 in Pr.
shermanii folgende restliche Biosyntheseweg den Weg der Bio-
synthese in Ps. deniirificans widerspiegelt, und zwar in der Wei-
se, daB hier der Cobaltkomplex von Pricorrin-4 31 iiber die
Cobaltderivate all der anderen, schon beschriebenen Priacorrine
in Cobalto-Pricorrin-8x itberfithrt wird, das dann schlieBlich
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unter Umlagerung direkt Cobyrinsdure 11 ergibt. Experimente,
die erste Hinweise darauf gaben, daB es sich tatséchlich so ver-
hélt, beruhten auf der Inkubation eines Satzes *H,'*C-doppelt
markierter metallfreier Pracorrine mit dem Enzymsystem aus
Pr. shermanii. Ausgehend von Pricorrin-6A 16, Pracorrin-6B 19
und Pricorrin-8x 23 wurden niedrige Einbauquoten mit dem
erwarteten SH:'*C-Verhdlinis in Cobyrinsdure 11 beobach-
tet!®221, Wenn man bericksichtigt, dal Hydrogenobyrinsiure 12
nicht in Cobyrinsdure 11 inkorporiert wird!®?"] dann deutet
diese Untersuchung darauf hin, daB es sich bei den Cobaltkom-
plexen von 16, 19 und 23, die sich spontan in den Inkubations-
mischungen bilden, wahrscheinlich um die Zwischenstufen der
Cobyrinsidurebiosynthese handelt. AufBlerdem wurde, ausge-
hend von Pricorrin-8x 23, etwas Hydrogenobyrinsidure 12 gebil-
det. Das weist auf eine enzymatische Aktivitit in den Extrakten
von Pr. shermanii hin, die, unabhiingig von der Gegenwart des
zentralen Cobalt-lons die [1,5}-Methylwanderung katalysiert.
Wie CobH *# unterliegt wahrscheinlich auch dieses Enzym der
Hemmung durch Hydrogenobyrinsiure!®2®! oder durch sein ei-
genes Produkt, die Cobyrinsiure™!. Dies ist ein Anfang, und
der weitere Weg nach vorn mull im Falle von Pr. shermanii
zweifellos dahingehen, seine genetische Analyse durchzufiihren,
um so die jenseits von Priacorrin-3A 10 operierenden Enzyme in
die Hand zu bekommen. Diese Aufgabe sollte wesentlich durch
die Tatsache erleichtert werden, daB3 die Palette der Enzyme aus
Ps. denitrificans zur Verfligung steht.

Ein anderer interessanter Aspekt der B, ,-Bio-
synthese wurde durch Untersuchungen zu den
Carboxygruppen der Seitenketten aufgeworfen.
Als [1-13C, 1,4-180,]JALA 4e in Pr. shermanii in
B,, 1 inkorporiert wurde, fand man durch
NMR-Untersuchungen, daf} die Acetamidgrup-
pe an C-2, vermutlich durch Austausch mit dem
Medium!®3! einen betriichtlichen #O-Verlust
erlitten hatte. Spéter wurde berichtet, daf3 dieser
Austausch fast vollstindig ablauft!%*!. Direkt an
13C gebundener 180 146t sich anhand einer cha-
rakteristischen Hochfeldverschiebung des !3C-
NMR-Signals im Vergleich zu seiner normalen
Lage nachweisen. Um herauszufinden, an wel- 10t
cher Stelle dieser Austausch stattfindet, wurde
[1-13C, 1,4-180,]ALA 4e in cine frilhere Zwi-
schenstufe, die Cobyrinsdure 11 ¢, unter Verwen-
dung desselben Organismus inkorporiert (Sche-
ma 16). Diese Zwischenstufe hat den Vorteil,
daB beide Sauerstoffatome der Carboxygruppe
untersucht werden kénnen. Dazu wurden die
!3C-NMR-Spektren des entsprechenden Hepta-
methylesters, Cobester 14e, anfgenommen. Sie
zeigten, daB sechs der sieben Carboxygruppen
von Cobyrinsdure 11 e noch beide Sauerstoffato-
me enthielten, das Acetat an C-2 jedoch ein
Sauerstoffatom verloren hatte!®3), Ob ein dhnli-
cher spezifischer Verlust eines Sauerstoffatoms

C'80,H

C180,H

Pracorrin - 3A

C180,H

Vitamin By, 1

&

NH,

o, OCrwoR
11e Cobyrinsdure R = H
14e Cobester R = Me

Schema 16. Zur Untersuchung des Sauerstoffaustausches in den Carboxygruppen
der Seitenketten wihrend der Biosynthese von Cobyrinsiure 11e.

ersten Hinweis darauf, wie der beschriebene spezifische Sauer-
stoffverlust ablduft, ergab die Untersuchung der Essigsdure, die
im Verlauf der Biosynthese der aus [5-'3C,1,4-1%0,]JALA 4f
stamamenden Cobyrinsdure (wie 11) in Pr. shermanii ausge-
stoBen wird (Schema 17). Damit findet sich ein '3*C-Atom an
C-20 von Pricorrin-3A 10f, und es ist dieses Kohlenstoffatom,

C'80,H

C'80,H Cobyrinséure 11

e
CH,C'80'%0H
+ Co®*

Oxidation

auch auftritt, wenn Hydrogenobyrinsdure 12 in C'%0H C8oH CeOH C'80,H
Ps. denitrificans biosynthetisiert wird, ist nicht

bek t. da die hier forderlich E . 35 unmarkiert 36
ekannt, da die hierzu erforderlichen Experi- 351 markiert

mente bislang nicht durchgefiihrt worden sind.
Sicherlich wird dies bald aber geschehen. Einen
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Schema 17. Sauerstoffiibertragung von einer Seitenketten-Carboxygruppe auf die withrend der Biosynthe-
se in Pr. shermanii ausgestoBene Essigsdure.
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das schlieBlich als Carbonyl-C-Atom der Carboxygruppe der
Essigsdure erscheint. Ein Hochfeld-'*C-NMR-Spektrum eines
geeigneten Esters dieser Essigsiure wies ein 1*C-Signal auf, das
infolge des direkt gebundenen ‘20 zu hohem Feld verschoben
war. Dieses Resultat und die Ergebnisse von Kontrollexperi-
menten, mit denen der mogliche Austausch von Sauerstoff aus
CO,H mit dem Medium iiberpriift werden sollte, weisen darauf
hin, daB eine weitgehende Ubertragung eines **0-Atoms aus
einer Carboxy-Seitenkette auf die Essigsidure stattgefunden
hatte!®®), Wahrscheinlich erfolgt dieser Transfer von der Car-
boxygruppe des Acetatrestes an C-2, da, wie bereits berichtet,
spezifisch diese Gruppe auf einer der Stufen vor der Bildung von
Cobyrinsdure 11 eines ihrer urspriinglichen Sauerstoffatome
verliert. Das 1d3t vermuten, daB in Pr. shermanii an der Bildung
des o-Lactons an C-20 eine etwas davon abweichende Lacton-
zwischenstufe 35 beteiligt ist!®®). Dies kénnte so sein, weil der
Organismus ohne Sauerstoff oder bei sehr geringen Sauerstoff-
konzentrationen wéchst. Sicherlich wird die Chemie des Makro-
cyctus auch durch die Gegenwart von Cobalt ganz wesentlich
beeinflufit. Das é-Lacton 35 ist nur ein moglicher Kandidat fiir
den ProzeB der Ringkontraktion; es gibt durchaus weitere Kan-
didaten, z.B. solche mit einem Imin in Ring A, die im weitesten
Sinne als dquivalent gelten konnen. Struktur 35 hat jedoch den
Vorteil, dal sich hier ein plausibler Mechanismus anbietet,
durch den 20 aus der Acetatgruppe an C-2 auf die Essigsiure
libertragen wird, die dann abgespalten wird.

8. Zusammenfassung, Diskussion und die Mechanis-
men der Stufen, die zu Hydrogenobyrinsiure 12 fiihren

Es ist nun an der Zeit, einmal den gesamten Biosyntheseweg
von Uro’gen 111 7 bis zu Hydrogenobyrinsdure 12 zu betrachten.
Der erste Teil des Weges ist in Schema 1 zusammengefal3t, der
Rest wird in Schema 18 wiedergegeben. Sicherlich hat es auf
diesem Weg mehr Uberraschungen, Irrungen und Wirrungen
gegeben, als wir uns je hétten trdumen lassen. Aber gerade das
machte ja die Faszination aus. Nicht minder faszinierend ist
aber auch die Art und Weise, mit der eine jede Transformation
den Weg fiir die jeweils folgende Umwandlung bereitet. Treffen-
der, um mit Eschenmoser!*# zu sprechen, mag vielleicht sein,
daB bei der Evolution dieser bemerkenswerten Biosynthese die
intrinsische Reaktivitit einer jeden Zwischenstufe die Natur des
ndchsten Schrittes bestimmt.

Schema 1 zeigt, wie sich der Biosyntheseweg bei Uro’gen 111
7, dem Ursprung aller Pigmente des Lebens, durch eine C-2-Me-
thylierung in Richtung auf Vitamin B,, verzweigt. Dieser
Schritt nutzt die vorhandene f-Reaktivitdt von Pyrrolen gegen-
iiber Elektrophilen (auch a-Reaktivitit ist vorhanden). Eine da-
zu dquivalente zweite Methylierung an C-7 fithrt dann mit Hilfe
desselben Enzyms, CobA, zu Pricorrin-2 9. Die dritte Methyl-
gruppe wird durch das Enzym Cobl unter Bildung von Préicor-
rin-3A 10 an C-20 eingefiihrt. Das war damals ein iiberraschen-
des Ergebnis, kann aber vom heutigen Standpunkt aus
mechanistisch als S-Methylierung eines Enamins interpretiert
werden. Die Geschichte findet ihre Fortsetzung in Schema 18,
das zeigt, wie Pricorrin-3A 10 durch CobG-katalysierte Oxida-
tion das Lacton Pricorrin-3B 33 ergibt. Im Zusammenhang mit
Struktur 33 soll daran erinnert werden, daB3 die mogliche Beteili-

Angew. Chem. 1995, 107, 421-452

gung solcher Lactone an der B,,-Biosynthese erstmals von
Eschenmoser vorgeschlagen und diskutiert wurde**). Bei CobG
konnte es sich um eine Monooxygenase oder eine Dioxygenase
handeln, und vermutlich bendtigt sie einen reduzierenden Co-
faktor. Beide Aspekte bediirfen weiterer Kldrung. Die bei dieser
Oxidation angegriffene C-1/C-20-Doppelbindung ist wahr-
scheinlich die elektronenreichste im gesamten Molekiil.
Pricorrin-3B 33 ist wie geschaffen fiir eine Umlagerung vom
Pinacol-Typ!*4, die die Ringkontraktion auslst. Die Umlage-
rung wird durch CoblJ katalysiert, das auch die Methylierung an
C-17 bewirkt. In Schema 18 wird gezeigt, dal3 die Kontraktion
vor der Methylierung an C-17 stattfindet; dadurch wird der
elektronenreiche Pyrrolring die wandernde Gruppe. Die Me-
thylgruppe an C-20 dient wahrscheinlich dazu, Konkurrenzre-
aktionen zu unterdriicken. Aus Untersuchungen an verwandten
Modellsystemen ist ein Beispiel fiir eine solche Konkurrenzreak-
tion bekannt, die in Abwesenheit einer Methylgruppe in einer
Sackgasse endet!**. Bei der Kontraktion entsteht das Pricorrin-
4 31 mit dem Acetylrest an C-1; wie in fritheren Beispielen
konnte durch **C-NMR-Untersuchungen an '#0-markiertem
Material nachgewiesen werden, dall3 der Carbonylsauerstoff in
Pricorrin-4 aus molekularem Sauerstoff stammt(¢”!, Dies gilt
auch fiir die Hydroxygruppe an C-20 in Pricorrin-3B 33.
Man kommt nicht umhin, die Chemie der néichsten beiden
Stufen bis zu Pricorrin-6A 16 als auBergewohnlich zu bezeich-
nen. Auf einem Symposium im Mirz 1993198 wurden mecha-
nistische Erklidrungen diskutiert, denen zufolge in der ersten
Stufe genau die Reaktivitit geschaffen wird, die man fur die
néchste Stufe benotigt. Ganz offensichtlich muf die Acetylgrup-
pe von C-1 in Pricorrin-4 31 entfernt werden, um die spétere
Methylierung an dieser Stelle zu ermdglichen. Arigoni hat dar-
gelegt'®® daB der lebende Organismus dieses Ziel dadurch er-
reichen kann, daf} die erste Methylierung an C-11 stattfindet,
also an einer der a-Positionen des einzigen verbliebenen Pyrrol-
kerns. Dabei wird Pricorrin-5 34 gebildet. Die C-11-Methylie-
rung wird durch das CobM-Enzym durchgefiihrt, bei dem es
sich, wie bei Cobl, um eine Methyl-Transferase handelt, die nur
eine C-Methylierung katalysiert. All die anderen am B,,-Bio-
syntheseweg beteiligten Methyl-Transferasen (CobA, J, F und
L) kdnnen etwas mehr als nur eine Methylierung auslosen. Nun
ist nur noch eine simple Tautomerisierung der Doppelbindun-
gen in Pricorrin-5 34 erforderlich, um zu Struktur 37 zu gelan-
gen. Diese ist der Schliissel zur Entfernung der Acetylgruppe.
Wie an dieser Struktur deutlich wird, ermdglicht das iiber die
Ringe C und D konjugierte System die hydrolytische Entfer-
nung der Acetylgruppe durch Retro-Claisen-Kondensation un-
ter Freisetzung von Essigsdure. Es gibt gewichtige Beweise fiir
die Eliminierung der Essigsiure in Ps. denitrificans'>!. Fiir Pr.
shermanii war dies bereits frither zweifelsfrei nachgewiesen wor-
den. Bei der hier beschriebenen Eliminierung von Acetat, die in
vivo mit groBBer Wahrscheinlichkeit enzymkatalysiert verlduft,
wiirde das konjugierte System 38 erzeugt werden. Von Batters-
by®8! wurde auBerdem noch hervorgehoben, da3 nun ein von
Ring C iiber Ring D und weiter bis zu C-1 konjugiertes Enamin
vorliegt, das die Methylierung an C-1 zuldt. Das unmittelbar
aus den in Struktur 38 durch Pfeile angedeuteten Elektronenver-
schiebungen resultierende Produkt wére ein Tautomer von Pri-
corrin-6A 16. Um von hier zu Pricorrin-6A 16 zu gelangen, sind
nur einfache Verschiebungen der Doppelbindungen erforder-
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COMH
COM COM

CoH COoH COMH

COH COM COM

10 Pracorrin-3A 33 Pracorrin-38 31 Pracorrin—4

COzH
COH

34 Pracorrin-5

CO,H

COH COH COH COH COH COH

16 Pracorrin—~6A 19 Pracorrin—68 CobL 39

COH COH 23 Pracorrin-8x

12 Hydrogenobyrinsaure

Schema 18. Der Biosyntheseweg von Pricorrin-3A 10 zu Hydrogenobyrinsdure 12 in Ps. denitrificans.
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lich, die aufgrund des Stabilitdtsgewinns durch das iber die
Ringe C und D konjugierte Amidinsystem™*! in 16 plausibel
erscheinen. Und damit sind wir bei der Zwischenstufe ange-
langt, von der aus der aufregende Sturm auf den Gipfel des
Everest begann.

An diesem Punkt ndmlich wird die Oxidationsstufe an die der
Hydrogenobyrinsdure 12 angepalt. Die dafiir erforderliche Re-
duktion wird durch das NADPH-abhédngige Enzym CobK ka-
talysiert, das auf die protonierte Form 16e an C-18 von Pricor-
rin-6A 16 einwirkt (Schema 6). Durch die Protonierung ist die
Anlagerung des Hydrids an C-19 méglich; als Elektronenaccep-
tor fungiert dabei das Ring-C-Imin in der protonierten Form
16e. Nun erfolgt die durch CobL katalysierte Transformation.
CobL ist das bemerkenswerte Enzym, das mit Methyltransfer
und Decarboxylierung zwei ganz unterschiedliche Aktivititen
aufweist. Wie in Abschnitt 4.3 dargelegt, gibt es gute Griinde
dafiir, dal} mindestens eine der Methylierungen an C-5 oder
C-15 wahrscheinlich vor der Decarboxylierung stattfindet; da-
bei gilt auch hier, daf3 — wie bei allen anderen C-Methylierungen
dieses Biosyntheseweges — die dazu notige Reaktivitit in einem
Enamin vorliegt. Vor der Modifikation des C-12-Acetats befin-
den sich, wie Schema 18 zeigt, beide Methylgruppen an ihren
Positionen. Es scheint plausibel, daB3 die Decarboxylierung
durch die Methylierung an C-15 ausgelést wird. Durch sie wird
der Aufbau eines protonierten Pyrrolenins in Ring C, der
mit der entscheidenden Methylierung an C-11 begann, ab-
geschlossen. Da bekannt ist, dafl solche Systeme unter Decar-
boxylierung reagieren, gibt es letztlich eine verniinftige Er-
kldarung dafiir, warum gerade die C-12-Acetatgruppe decarbox-
yliert wird. Zu diesen Vorstellungen paB3t der Befund, daBl C-15
in Précorrin-8x 23 sp*-hybridisiert bleibt. Dieses Ergebnis steht
im Gegensatz zu den damit zusammenhédngenden Erecignissen
an C-5, wo es nach der Methylierung zum Verlust eines Protons
und der damit verbundenen Riickbildung des sp?-Zustandes
kommt.

Dem aufmerksamen Beobachter wird nicht entgangen sein,
daf die Doppelbindung in Ring B von Préicorrin-8x 23 zwischen
W und C-9 angeordnet ist, wihrend sie in vielen fritheren Zwi-
schenstufen, z.B. in Pricorrin-6A 10, zwischen C-8 und C-9
auftritt. Zwar wurde die C-8/C-9-Anordnung fiir den isolierten
Ester von Pricorrin-6A nachgewiesen, aber ob sich die Doppel-
bindungim ursprilnglichen enzymatischen Produkt auch an die-
ser Position befindet, kann nicht mit Sicherheit gesagt wer-
den!?8l. Um die Moglichkeit dieser Doppelbindungswanderung
wihrend der enzymatischen Umwandlungen zu iiberpriifen,
wurde ein an C-3 und C-8 (aber nicht ausschlieBlich an diesen
Positionen) stark mit *H angereichertes [*H,!*C]Pricorrin-2
(wie 9) synthetisiert. Das Enzymsystem aus Pr. shermanii wan-
delte diesen Vorldufer in Cobyrinsdure (wie 11) um. Durch Ab-
bau ihres Esters, Cobester (wie 14), lie® sich zeigen, daf} sie zwar
das Tritium von 8-H verloren hatte, die Markierung von 3-H
aber noch enthielt!®®l. Damit besteht selbst unter den enzymati-
schen Bedingungen ein Mechanismus — wie die oben diskutierte
Tautomerisierung —, durch den spezifisch 8-H mit dem Medium
ausgetauscht wird.

Der in Struktur 39 dargestellte Decarboxylierungsschritt mit
der nachfolgenden Tautomerisierung des Produktes 40 regene-
riert das 5,5-disubstituierte Pyrrolenin-System in Ring C von
Pricorrin-8x 23. Dieses kann nun eine, bei solchen Molekiilen
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wohlbekannte [1,5]-sigmatrope Umlagerung eingehen'®, bei
der die Methylgruppe von C-11 nach C-12 wandert. Damit ist
die Blockade der Konjugation aufgehoben, und der charakteri-
stische konjugierte Chromophor der Hydrogenobyrinsdure 12
entsteht unter entsprechender thermodynamischer Stabilisie-
rung. Hydrogenobyrinsiure 12 markierte das Ende einer Ara;
das Geheimnis um die Biosynthese von Vitamin B,, 1 war geliif-
tet worden. Nun geht es vorwiérts mit dem Aufbau von Coen-
zym B,,. Wie dies geschieht, wird im nédchsten Abschnitt ge-
schildert. Es sollte hervorgehoben werden, daB die Erforschung
des Biosyntheseweges jenseits von Hydrogenobyrinsiure 12 in
zweierlei Hinsicht duflerst wichtig war: erstens natiirlich um
seiner selbst willen, um alle spiteren Stufen bis zu Coenzym B,
in Ps. denitrificans aufzukldren, und zweitens wurde ein wesent-
licher Beitrag zur Losung des Problems, wie der Corrin-Makro-
cyclus biosynthetisch aufgebaut wird, geleistet. Anfangs wulite
man, daB} 22 Gene an der Biosynthese von Coenzym B, 2 betei-
ligt sind. Wenn es gelange, die Funktion der jenseits von Hydro-
genobyrinsdure 12 wirkenden Gene zu bestimmen, wiren ent-
scheidende Riickschliisse auf die frither agierenden Gene
moglich. Und mit genau dieser Strategie konnte auch gezeigt
werden, daB die Produkte der Gene auf dem 8.7 kb-Fragment an
der Biosynthese vor Hydrogenobyrinsdure 12 beteiligt sind.

9. Der Aufbau von Coenzym B,, aus
Hydrogenobyrinsidure 12

9.1. Cobaltfreie Corrinoide und der Einbau von Cobalt

In den vorangegangenen Abschnitten wurden die Enzyme aus
Ps. denitrificans und ihre Chemie zum In-vitro-Aufbau von Hy-
drogenobyrinsdure 12 beschrieben. Es ist gezeigt worden, dal3
dieser Organismus in vivo (selbst in Gegenwart von Cobalt-To-
nen) auch Hydrogenobyrinsdure 12 und sein a,c-Diamid 43,
nicht aber Cobyrinsdure 11, anreichert. Dies steht im Gegensatz
zu Pr. shermanii, der zwar Cobyrinsdure, nicht aber Hydrogeno-
byrinsidure akkumuliert. Das war der erste Anhaltspunkt dafiir,
daB der Einbau von Cobalt in beiden Organismen moglicher-
weise zu verschiedenen Zeitpunkten stattfindet; iiber den frithen
Einbau von Cobalt in Pr.
shermanii wurde bereits in
Abschnitt 2 berichtet.

Einige frithe Beobach-
tungen deuteten darauf
hin, daB Hydrogeno-
byrinsdure-a,c-diamid 43
das Substrat fiir die Che-
latisierung von Cobalt
in Ps. denitrificans sein
konnte. Erstens war in
wachsenden Kulturen
B,,-produzierender Stim-
me?3 "1 wie auch in Cob- 2

11 X=Y=0H M= Co
Mutanten (Tabelle 1) das 42 X =Y =OH M=H
einfachste cobalthaltige 41 X =NHp Y = OH, M = H
Corrinoid, das sich nach- 42 X = NHp, Y = OH, M = Co**
weisen lie3, stets Cobyrin- 43 X =Y =NHy M=H
sdure-a,c-diamid 44, und 44 X =Y = NHp, M= Co™
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Tabelle 1. Cob-Mutanten, die nach der Bildung des Makrocyclus blockiert sind.

Mutantenstamm {a] akkumuliertes Pigment [d] komplementiert

durch

G 635, G 2636 [b], G 2638 [b] Hydrogenobyrinsdure 12 cobB

G 622, G 623, G630 Hydrogenobyrinsdure 12 cobN
und -diamide 43

G 2035 Hydrogenobyrinsdure 12 cobS
und -diamide 43

G 2034, G 2037 keines cobT

G 631, G632, G 633 Cobyrinsdurediamid 44 cobQ

G 624, G 626 Cobyrinsiurediamid 44 cobQ

G 634 Cobyrsiure 48 cobD

G 643, G 572 [c] Cobyrsidure 48 cobC

G 642, G 2043 Cobinamid 49 cobP

G 2038, G 2039, G 2040 GDP-cobinamid 51 cobV

fa] Mutante von A. tumefaciens C58-C9 Rif", wenn nicht anders angegeben [9].
[b] Mutante von Ps. denitrificans SC510 [13]. [¢] Mutante von Ps. putida KT2440
Amp’ Rif [9]. [d] Pigmente, die von copQ-Mutanten an aufwirts angereichert
werden, liegen, wie in den Strukturen 4749 und 51 angegeben, zwar urspriinglich
in ihrer adenosylierten Form vor, wurden aber erst nach Verlust der Adenosylgrup-
pe identifiziert.

das komplizierteste metallfreie Corrinoid Hydrogenobyrinséu-
re-a,c-diamid 43. Zweitens konnte gezeigt werden, dafl metall-
freie Corrinoide viel hohere Affinititen gegeniiber der a.c-
Diamid-Synthase (CobB) aufweisen als ihre cobalthaltigen Ge-
genstilicke. Drittens akkumulieren CobB-Mutanten nicht Coby-
rinsdure 11, sondern Hydrogenobyrinsiure 1217Y. Aufgrund
dieser drei Beobachtungen schien es sehr wahrscheinlich, daB
der Biosyntheseweg der Hydrogenobyrinsdure 12 iiber die Ami-
dierung an den Positionen a und c¢ verliuft!’?], an die sich die
Chelatisierung von Cobalt anschlieBt.

9.2. Hydrogenobyrinsiure-a,c-diamid-Synthase

Zur Entwicklung eines Assays fiir die Amidierungsaktivitit
wurde eine HPLC-Methode, die fiir den Nachweis von Cobalt-
corrinoiden3! entwickelt worden war, durch Einsatz von Fluo-
reszenzdetektion auf metallfreie Corrinoide ausgeweitet!”!).
Diese Methode ermoglichte den Nachweis, daB rohe Zellextrak-
te aus Ps. denitrificans Hydrogenobyrinsdure 12 und Cobyrin-
siure 11 in Gegenwart von ATP/Mg?* und Glutamin in ihre
¢-Monoamid- (41 bzw. 42) bzw. ihre a,c-Diamid- (43 bzw. 44)
Derivate umwandeln!”"}, Das Enzym, das die beiden Amidie-
rungsreaktionen katalyisert, wurde aus einem rekombinanten
Stamm mit 20mal héherer Aktivitdt als normal bis zur Homoge-
nitdt gereinigt. Dieser Stamm enthielt ein Multicopy-Plasmid,
das fiinf cob-Gene aus der Komplementationsgruppe C (cobA
bis E) trug!® 31, Die Bestimmung der N-terminalen Aminosiu-
resequenz und die Abschitzung der Molekiilmasse (45000) des
denaturierten Enzyms durch Gelelektrophorese ergab, daB
cobB das Gen ist, das fiir dieses Enzym codiert!*3- 711, Unter
nicht denaturierenden Bedingungen wurde eine Molekiilmasse
von 86000 beobachtet, was auf das Vorliegen eines Dimers hin-
deutet.

Studien zur Substratspezifitit dieses Enzyms aus Ps. denitrifi-
cans zeigten, dafl zuerst die ¢- und dann die g-Seitenkette ami-
diert wird. Diese Reihenfolge ist dieselbe, die auf der Basis von
Isolierung und Einbau teilweise amidierter Zwischenstufen un-
ter Verwendung intakter Zellen auch fiir Pr. shermanii und Clo-
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stridium tetanomorphum hergeleitet worden ist!”3). In diesen bei-
den Organismen sind Cobaltcorrinoide die Substrate, in Ps. de-
nitrificans dagegen sind die natiirlichen Substrate die metall-
freien Corrinoide. Diese sind auch viel bessere Substrate
(Kyy <1um) als die entsprechenden Cobaltkomplexe
(K, >100 pM). Das CobB-Enzym amidiert weder die Acetat-
carboxygruppe g noch eine der Propionatcarboxygruppen. Der
Vergleich der Aminosduresequenz von CobB mit denen anderer
Amido-Transferasen lief darauf schlielen, daf3 die Doméne fiir
den ,,Glutaminamid-Transfer*!’#! am Carboxy-Terminus von
CobB liegt. AuBerdem lieB sich voraussagen, daB es sich beim
Cystein an Position 326 um den Rest des aktiven Zentrums han-
delt, der an der ,,kovalenten Katalyse* des Amidtransfers betei-
ligt ist.

9.3. Die Cobaltinsertion in
Hydrogenobyrinsiure-a,c-diamid 43

Fiir den Nachweis der Cobaltochelatase-Aktivitit in Ps. deni-
trificans war wiederum das Corrinoid-Assay durch HPLC von
entscheidender Bedeutung. In Gegenwart von Cobalt (Co*™)
und ATP/Mg?* wurde Hydrogenobyrinsiure-a,c-diamid 43 ef-
fizient in seinen Cobaltkomplex 45 (Schema 19) umgewandelt.
Dagegen war Hydrogenobyrinsdure 12 ein sehr viel schlechteres
Substrat fiir den Einbau von Cobalt. In Stimmen, die ein Plas-
mid mit einem 3.8 kb-Gen, ndmlich cobN, enthielten, wurde eine
verstirkte Chelatase-Aktivitit nachgewiesen!”®],

Wihrend der Reinigung von Cobaltochelatase wurde deut-
lich, daB zusdtzlich zum cobN-Genprodukt auch eine andere
Proteinkomponente erforderlich war. Die beiden Bestandteile
wurden getrennt bis zur Homogenitit gereinigt. CobN erwies
sich als monomeres Enzym mit einer Molekillmasse von
140000, sein Partner als ein Oligomer mit einer Molekiilmasse
von 450000, das wiederum aus zwei Untereinheiten mit Mole-
kiilmassen von 38000 und 80000 bestand. Nach N-terminaler
Aminosiduresequenzierung zeigte sich, daf} diese Untereinheiten
durch cobS bzw. cobT, den beiden cob-Genen aus der Komple-
mentationsgruppe B, codiert wurden!!® 7% Die oligomere
Komponente der Cobaltochelatase wurde daher als CobST be-
zeichnet.

Obwohl die Anreicherung metallfreier Corrinoide durch
Stimme mit mutierten cobN- und cobS-Genen klar darauf hin-
wies, daB3 diese beiden Gene am Einbau von Cobalt beteiligt sind
(Tabelle 1), glaubte man zundchst daran, dafl cobT eine andere
Funktion hatte. Dariiber hinaus lieB3 sich keine Homologie zwi-
schen einem dieser drei Gene und dem Gen finden, das fiir die
Ferrochelatase (das Enzym, das zur Bildung von Hdm Fe?* in
Protoporphyrin einbaut) codiert. Uberraschend war, daB in
Extrakten von Stidmmen, in denen cobS und cobT amplifiziert
worden waren, die CobST-Aktivitdt nicht signifikant zu-
nahm!16- 751,

Bislang sind die individuellen Funktionen von CobN und
CobST bei der Katalyse nicht ndher definiert worden. Bin-
dungsstudien deuteten darauf hin, daB CobN eine Affinitit fiir
Hydrogenobyrinsdure-a,c-diamid und in geringerem MabBe
auch fiir das Co?*-Ion hat, wihrend CobST eine reaktive SH-
Gruppe und eine ATP-bindende Stelle aufweist!’*). Das letzte
Merkmal stimmt gut mit der Gegenwart eines phosphatbinden-
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den Motivs in der Sequenz von CobS iiberein, das auch in einer
Reihe von ATP-bindenden Proteinen vorkommt!!'® 7%, Sowohl
Ferrochelatase!” " als auch Magnesiumchelatase!’®!, die an der
Ham- bzw. Chlorophyllsynthese beteiligt sind, verfiigen be-
kanntlich ber eine reaktive SH-Gruppe.

Fiir die strikte Abhdngigkeit der Cobaltochelatase-Aktivitit
von hydrolysierbarem ATP gibt es bisher keine Erklirung, ob-
wohl es sich offensichtlich auch bei der Magnesiumchelatase um
ein komplexes ATP-abhédngiges Enzym handelt, das aus zwei
voneinander trennbaren Komponenten aufgebaut ist!”®!. Inter-
essant ist, daB CobN mit Oli und BchH, zwei Proteinen, die
moglicherweise an der Mg? *-Chelatisierung bei der (Bacterio)-
Chlorophyll-Biosynthese beteiligt sind, 28 % bzw. 22% Identi-
tit aufweist (Tabelle 2)1t1* 115) Im Gegensatz zur Ferrochela-
tase konnte Cobaltochelatase keine anderen Metalle als Cobalt
verwenden. AuBerdem bewies ein Vergleich der Affinititen des
Enzyms gegeniiber Hydrogenobyrinsdure 12 und seinem a,c-
Diamid 43 eindeutig, daB3 43 das physiologische Substrat fiir die
Chelatisierung ist!”>!. Und schlieBlich gelang es, durch spektro-
photometrische Beobachtung der unter anaeroben Bedingun-
gen durchgefiihrten Reaktion nachzuweisen, da3 der Co"-Kom-
plex, Cob(n)yrinsdure-a,c-diamid 45, und nicht etwa der
Co™-Komplex 44, als Reaktionsprodukt entsteht. Dadurch
konnte sichergestelit werden, daBl wihrend der Cobaltinsertion
insgesamt gesehen kein Wechsel der Oxidationsstufe stattfin-
det!™3),

9.4. Die Reduktion von Cob(u)yrinsiure-a,c-diamid 45 zum
Co'-Komplex 46 und dessen Adenosylierung

Die Pionierarbeiten in Bernhauers Gruppe!’®! hatten erge-
ben, dal} es wihrend der B,,-Biosynthese in Pr. shermanii be-
reits frithzeitig zu einer Ankniipfung der Adenosylgruppe als
,,oberem* Liganden des Cobalts kommt. Aus Kulturen von Ps.
denitrificans lassen sich finf partiell amidierte Cobaltcorrinoide
(Di- bis Hexamide) isolieren, die alle in Form ihrer Adenosylde-
rivate 47 bis 48 (Schema 19) vorliegen!®%). Es scheint also,
als arbeiteten die beiden Organismen auf dieselbe Art und
Weise.

Es war bekannt®!), daB die Adenosylierung von Cobalamin
in Bakterien und eukaryotischen Zellen unter Beteiligung des
sehr stark nucleophilen Co'-Corrinoids ablduft. Daher ging man
davon aus, daB in Ps. denitrificans direkt nach der Insertion von
Cobalt das Co(m)byrinsidure-a,c-diamid 45 auf enzymatischem
Wege zum entsprechenden Co'-Derivat 46 reduziert wird. Diese
Aktivitit wurde durch die Verwendung zweier komplementérer
Assays'®2 nachgewiesen, die sich dadurch unterschieden, wie
das duBerst labile Co'-Corrinoid 46 abgefangen wurde. Im er-
sten Assay wurde das Co'-Corrinoid durch radioaktive Iodes-
sigsdure in situ alkyliert; im zweiten Assay wurde die Abfangre-
aktion enzymatisch von der Cob(1)alaminadenosyl-Transferase
durchgefithrt!®3). Mit Hilfe dieser Assays gelang die 6300fache
Reinigung von Cob(m)yrinsdure-a,c-diamid-Reduktase bis zur
Homogenitit. Es handelt sich dabei um ein Dimer mit einer
Molekiilmasse von ungefihr 16000 pro Untereinheit. Man
konnte weiterhin zeigen, daB es ein NADH-abhiingiges Flavo-
protein ist. Die Analyse seiner N-terminalen Sequenz ergab, daf
das entsprechende Gen nicht auf einem der vier DNA-Fragmen-
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te lokalisiert war, die fiir die Enzyme der Cobalamin-Biosynthe-
se in Ps. denitrificans codieren.

Das gereinigte Enzym katalysiert die Reduktion von Co" zu
Co' in allen Co"-Corrinoiden, und zwar von Cob(m)yrinsiure-
a,c-diamid 45 bis hin zu Cob(i)alamin (wie 1). Sein Flavin-Co-
faktor kann leicht abgespalten werden; das Enzym ist ohne
zugefiigtes Flavin vollig inaktiv. Der bevorzugte natiirliche Co-
faktor ist wahrscheinlich das Flavinmononucleotid (FMN), das
eine doppelt so hohe Aktivitdt hat wie Flavinadenindinucleotid
(FAD)#2, Ganz dhnlich verhilt sich die zuvor aus C. teta-
nomorphum  partiell gereinigte Cob(u)alamin-Reduktase
(EC 1.6.99.9)4. Daraus kann man schlieBen, daB sie die glei-
che Funktion hat wie die Cob(m1)yrinsdure-a,c-diamid-Redukta-
se in Ps. denitrificans.

Das adenosylierende Enzym aus Ps. denitrificans wurde eben-
falls gereinigt und charakterisiert!®3l. Die Verfahren, die man
bereits in Pr. shermaniiund C. tetanomorphum'®* fiir das Assay
der Cob(1)alamin-Adenosyltransferase-Aktivitit (EC 2.5.1.17)
eingesetzt hatte, wurden so verdndert, dal man sie auch zur
Beobachtung der Adenosylierung jeder corrinoiden Verbindung
durch HPLC verwenden konnte. Als Ausgangsmaterial fiir die
Reinigung wurde der Zellextrakt eines Stammes von Ps. denitri-
ficans mit amplifiziertem cobO-Gen eingesetzt, da es iiber eine
erhOhte Adenosylierungsaktivitit verfiigte. Das gereinigte En-
zym, CobO, ist ein 27 kDa-Polypeptid und wird von cobO co-
diert. Es liegt dimer vor, und seine Substratspezifitit dhnelt der
von Cob(m)yrinsdure-a,c-diamid-Reduktase, d. h. also, daB die
meisten Co'-Corrinoide, nicht aber Cob(1)yrinsdure adenosy-
liert werden. Offensichtlich hat es lediglich eine Affinitét fiir
Corrinoide, deren a- und/oder c-Acetat-Seitenketten amidiert
sind. Damit stimmt {iberein, daB3 Hydrogenobyrinsiure-a,c-dia-
mid das Enzym stark inhibiert und in vivo fest an CobO gebun-
den ist®3). Die Anreicherung von Cobyrinsdure-a,c-diamid 44
durch CobO-Mutanten®3! (Tabelle 1) erhirtet die Vermutung,
daB die wesentliche physiologische Funktion von CobQ in der
Adenosylierung von Cob(1)yrinsiure-a,c-diamid 46 zu Adeno-
sylcobyrinsdure-a,c-diamid 47 besteht.

9.5. Von Adenosylcobyrinsiure-a,c-diamid 47 zu
Adenosylcobinamid 49

Aus fritheren Untersuchungen an Pr. shermanii wurden, was
die Reihenfolge der Amidierungen der peripheren Carboxy-
gruppen b, d, e und g sowie die Ankniipfung des (R)-1-Amino-2-
propanols angeht, unterschiedliche SchluBfolgerungen gezo-
gen!”. Einige Autoren schlossen daraus, daf3 die Amidierungen
nach einem bevorzugten, letztlich aber nicht verbindlichen
Schema ablaufen und daB der Zeitpunkt der Einfithrung der
(R)-1-Amino-2-propanol-Gruppe von den Kulturbedingungen
abhédngt; dagegen vermuteten andere Autoren, daf3 (R)-1-Ami-
no-2-propanol erst nach AbschluB der sechs anderen Amidie-
rungen eingebaut wird und daB} die Amidierungen in einer genau
festgelegten Sequenz ablaufen. Wohl gibt es Hinweise dafiir, da
(R)-1-Amino-2-propanol aus L-Threonin{”3! gebildet wird; je-
doch ist in Vitamin-B,,-produzierenden Organismen keine
Threonin-Decarboxylase nachgewiesen worden.

Die unvolistindig amidierten Cobaltcorrinoide, die sich in
wachsenden Zellen von Ps. denitrificans anreichern, wurden ge-
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Schema 19. Der Biosyntheseweg von Hydrogenobyrinsiure 12 zu Coenzym B, 2.
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reinigt und als Adenosylcobyrsiure-a,c-diamid
47, -triamid, tetraamid und -pentaamid sowie
als Adenosylcobyrsidure 48 identifiziert. Nach
Entfernung der Adenosylgruppe wurden
HPLC-Analysen durchgefithrt. Dabei fand
man betridchtliche Mengen an Adenosylcobin-
amid 49, aber keine Cobinsduren (die zwar
iiber die Aminopropanolgruppe verfiigen, de-
nen aber einige oder alle primdren Amidgrup-
pen fehlen). Dieses Ergebnis 18t den Schluf3
zu, daBl die Amidierungen vor der Einfiihrung
des (R)-1-Amino-2-propanols ablaufen!®°!,

Zwischenzeitlich wurde entdeckt, daB Ex-
trakte von Ps.-denitrificans-Stimmen, die
ein Plasmid mit dem cobQ-Gen enthielten,
Adenosylcobyrinsdure-a,c-diamid 47 amidie-
ren konnten. Wie schon das vorhergehende
amidierende Enzym CobB benétigte auch diese
Aktivitdt Glutamin als Aminodonor sowie
ATP/Mg?*. Das fiir die Aktivitit verantwortli-
che Enzym wurde bis zur Homogenitét gerei-
nigt und anhand seiner N-terminalen Sequenz
in der Tat als das Produkt des cobQ-Gens iden-
tifiziert®®, Auch dieses Enzym liegt als Homo-
dimer vor. Die Molekillmasse der Untereinheit
betrdgt ungefdhr 57 000. Es katalysiert alle vier
Amidierungen von Adenosylcobyrinsdure-a,c-
diamid 47 bis zu Adenosylcobyrsdure 48. Als
Zwischenprodukte treten dabei das adenosy-
lierte Cobyrinsduretriamid, tetraamid- und
pentaamid auf. Corrinoide ohne Adenosyl-
gruppe sind keine Substrate!8%. Bei der HPLC-
Trennung der Zwischenstufen (nach Ersetzen
der Adenosylgruppe durch Cyanid) beobachte-
te man pro Intermediat jeweils nur ein Signal.
Das deutet darauf hin, daB3 dieses Enzym eine
festgelegte Amidierungssequenz einhalt!®,
Vielleicht iiberrascht nicht allzusehr, dafl ein
einziges Enzym in der Lage ist, die drei Propio-
natcarboxygruppen b, d und e zu amidieren;
eine Uberraschung ist aber sicher, daB dieses
Enzym das vierte Propionat, namlich £, nicht
amidiert, wohl aber die verbleibende Acetat-
carboxygruppe g. Ein Vergleich der CobB- und
CobQ-Sequenzen zeigt in beiden Enzymen
22% Aminosdureidentitit. Dieser Befund
fithrt zu der Vorhersage, daB das konservierte
Cystein an Position 333 in CobQ der Rest des
aktiven Zentrums ist, der an der kovalenten
Katalyse beteiligt ist{741,

Durch Jonenaustausch-HPLC fand man
heraus, dafl das Enzymsystem, das die An-
knitpfung des Aminopropanols an die Adeno-
sylcobyrsdure 48 in Ps. denitrificans Kataly-
siert, aus zwei mit a und S bezeichneten
Komponenten besteht, die beide fiir das Errei-
chen der Gesamtaktivitit erforderlich sind®3}.
Die Reaktion ist von ATP/Mg?* und (R)-1-
Amino-2-propanol (Ky 20 mM) abhingig; mit
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(8)-1-Amino-2-propanol oder Threonin wurde keine Aktivitit
beobachtet. Das Enzym ist spezifisch fitr Adenosylcobyrsiure
48 (K), 1.6 um), nur wenig aktiv gegeniiber Adenosylcobyrinsiu-
repentaamid (20% der Kontrolle) und inaktiv gegeniiber den
Tetra-, Tri- oder Diamiden. Das Protein a wurde 50000 fach bis
zur Homogenitit gereinigt; es handelt sich um ein 39kDa-Poly-
peptid, dessen N-terminale Sequenz auf keinem der vier DNA-
Fragmente aus Ps. denitrificans zu finden ist, die fiir die Enzyme
der B, ,-Biosynthese codieren. Das Protein 8, das 1000fach ge-
reinigt wurde, erwies sich als Teil eines groBen Multiprotein-
Komplexes mit einer Molekiilmasse >1 MDa, der auf keiner
Gelpermeations-FPL.C-Saule zuriickgehalten werden konnte.
Von Cob-Mutanten aus A. tumefaciens und Ps. putida, die
entweder beziiglich cobC oder cobD blockiert sind, wuBite man,
dal sie Adenosylcobyrsdure 48 (Tabelle 1) anreichern. Das
zeigt, daf} die Produkte der cobC- und cobD-Gene Teile des
Enzymsystems sind, das die Ankniipfung von Aminopropanol
bewirkt{'3l. Um diese SchluBfolgerungen zu untermauern, wur-
den zwei E.-coli-Stimme konstruiert, die entweder cobC allein
oder cobC und cobD zusammen exprimierten'®®), Die Extrakte
aus dem cobCD-Stamm verfiigten nur dann iber die Aktivitit
zur Ankniipfung von Aminopropanol, wenn sie mit dem Protein
« supplementiert wurden. Das 148t darauf schlieBen, daB das
Protein f# wahrscheinlich aus CobC und CobD aufgebaut wird.
Extrakte des Stammes, der CobC exprimiert, zeigten keine Akti-
vitdt, wenn sie unter denselben Bedingungen gepriift wur-
den!®3). Ibereinstimmend mit diesen Resultaten fand man in
Zellextrakten eines Stammes von Ps. denitrificans, der die co-
bABCD-Gene iiberexprimierte, eine zehnmal so hohe Menge an
Protein § wie im Elternstamm. Genetische Studien geben Hin-
weise darauf, daB auch in Salmonella typhimurium!*3! drei Gene
an der Addition der Aminopropanol-Seitenkette beteiligt sind.

10. Von Adenosylcobinamid 49 zu Coenzym B,, 2:
Aufbau der Nucleotidschleife

Der Zusammenbau der Nucleotidschleife ist die letzte Stufe
auf dem Weg zu Coenzym B,,. In Pr, shermanii geschieht dies in
einem vierstufigen ProzeB(®7l. Wahrscheinlich liegen auch in
diesem Organismus alle Intermediate in ihrer adenosylierten
Form vor'™, Allerdings wurden die Verbindungen in vielen
friihen Untersuchungen erst nach Entfernung dieser labilen
Gruppe identifiziert. Kiirzlich jedoch konnte die adenosylierte
Form von Cobyrinsdure-a,c-diamid 47 aus diesem Organismus
isoliert und identifiziert werden!®®. Die erste Stufe besteht in der
Phosphorylierung der Hydroxygruppe des (R)-1-Amino-2-pro-
panol-Restes des Adenosylcobinamids 49 mit ATP unter Bil-
dung von Adenosylcobinamidphosphat 50 (Schema 19). Trans-
fer der Guanosylmonophosphat(GMP)-Einheit aus einem
Molekiil des entsprechenden Triphosphats (GTP) ergibt Adeno-
syl-GDP-cobinamid 51. Bei der Addition von «-Ribazol-5'-
phosphat 55 an Adenosyl-GDP-cobinamid erhalt man, wieder-
um unter Verlust der GMP-Gruppe, das Adenosylcobalamin
5'-phosphat 57. Durch Dephosphorylierung dieses 5'-phosphats
kommt man schlieBlich zu Adenosylcobalamin 2. Bemerkens-
wert ist die Notwendigkeit einer Verzweigung des Hauptbiosyn-
theseweges fiir die Synthese von a-Ribazol 5'-phosphat 55, das
man allerdings nur fir die Biosynthese von Coenzym B, bend-
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tigt. Methoden zur Synthese der Cyanoformen dieser Corrino-
id-Zwischenstufen sind beschrieben worden'®9’,

Vor unseren kiirzlich durchgefiihrten Arbeiten waren nur we-
nige Untersuchungen zu Enzymen dieses Teils des Biosynthese-
weges bekannt. So war die genaue Zahl von Enzymen und Ge-
nen, die man braucht, um von Cobinamid zu Coenzym B,, zu
gelangen, unbekannt. Unsere Untersuchungen begannen mit
der Isolierung und Identifizierung der Zwischenprodukte in
ihrer natiirlichen adenosylierten Form®%.

10.1. Von Adenosylcobinamid 49 zu
Adenosyl-GDP-cobinamid 51

Aus den in Abschnitt 9.5 beschriebenen Untersuchungen
standen uns Adenosylcobinamid 49 sowie eine HPLC-Methode
fiir den Nachweis von Adenosylcorrinoiden zur Verfiigung(?3..
Damit gelang es, ein Assay fir die ATP-abhingige Phosphory-
lierung von 49 zu entwickeln. AnschlieBend wurde die ganze
Palette von Stdmmen, die cob-Gene iiberexprimieren!®!, gete-
stet. Dabei fand man heraus, daf} die genetische Verstidrkung des
cobP-Gens die Cobinamid-Kinase-Aktivitit, die man normaler-
weise in Zellextrakten antrifft, betrichtlich steigerte!®®). Dieses
Ergebnis stand in Ubereinstimmung mit Komplementationsstu-
dien, die zeigten, daf} die Produktion von B,, im Stamm G 642,
einer Cob-Mutante, die Adenosylcobinamid 49 (Tabelle 1) ak-
kumuliert, durch die Binfithrung eines cobP enthaltenden Plas-
mids wieder hergestellt wurde!®). Gleichzeitig wurde Cobin-
amid-Kinase aus einem Stamm von Ps. denitrificans, der das
gleiche Plasmid enthielt, bis zur Homogenitit gereinigt. Die
Kinase erwies sich als bifunktionales Enzym, das die Phospho-
rylierung und auch den nichsten Schritt, den Transfer der
GMP-Gruppe von GTP, katalysierte. Dabei entsteht Adenosyl-
GDP-cobinamid 511°°1. Die Analyse der N-terminalen Sequenz
des gereinigten Enzyms zeigte, daB es sich hier um das cobP-
Genprodukt handelt!3],

Damit gehérte nun auch CobP zur Familie der multifunktio-
nalen Cob-Enzyme, zu der schon CobA, CoblJ, CobF, CobL,
CobB und CobQ zihlen. Fiir ein bifunktionales Enzym ist es als
Homodimer mit einer Molekiilmasse von nur 19442 pro Unter-
einheit {iberraschend klein. Viele ATP- oder GTP-bindende
Proteine verfiigen iiber zwei Consensus-Sequenzen, die die Bin-
dungsstellen fiir die Nucleotidtriphosphate bilden; aber in CobP
konnte fiir jedes dieser Substrate nur eine Region gefunden wer-
den, die diesen Consensus-Sequenzen entsprachi®?l. Das her-
vorstechendste Merkmal der katalytischen Eigenschaften von
CobP war, daBl GTP nicht nur das Substrat fiir die zweite, von
CobP katalysierte Reaktion ist, sondern auch als Regulator der
ersten Stufe fungiert. Es bindet mit hoher Affinitét (K, 0.22 um)
und bewirkt dadurch eine Senkung der Affinitit des Enzyms fiir
sein urspriingliches Substrat Adenosylcobinamid 49 von
11.5 pm auf 0.4 pmto0L

Kiirzlich durchgefiihrte genetische Untersuchungen bestiti-
gen diese Befunde. Sie ergaben, daB ein Gen!®! aus S. typhimu-
rium™*3-°4 zu cobP homolog ist und daBl das entsprechende
Enzym fir die gleichen beiden Schritte verantwortlich ist, die
CobP katalysiert; auBerdem scheint das S.-typhimurium-Enzym
eine weitere Funktion bei der Assimilierung des nicht-
adenosylierten Cobinamids zu erfiillen!”31.

447



AUFSATZE

A. R. Battersby et al.

10.2. Der «-Ribazol-Zweig des Biosyntheseweges

a-Ribazol 56 (Schema 19) ist ein atypisches Nucleosid, in dem
die ungewohnliche Base 5,6-Dimethylbenzimidazol (DMBI) 53
Uber eine N-a-glycosidische Bindung mit Ribose verkniipft ist.
Nicotinatnucleotid : Dimethylbenzimidazol-Phosphoribosyl-
transferase, die auch als Trans-N-Glycosidase bekannt ist
(EC 2.4.2.21), katalysiert die Bildung von «-Ribazol-5'-phos-
phat 55 aus DMBI 53 und p-Nicotinat-mononucleotid 54. Es
wurde von Friedmann partiell aus Pr. shermanii gereinigt'®#,
Erst kiirzlich ist dieses Enzym aus einem rekombinanten Stamm
von Ps. denitrificans, in dem das cobU-Gen verstdrkt ist und der
eine erhohte Trans-N-Glycosidase-Aktivitdt aufweist, bis zur
Homogenitit gereinigt worden!! 7. Und wieder liegt das Enzym
als Homodimer vor; die Molekiilmasse seiner Untereinheit be-
trigt 36640. Aufgrund seiner N-terminalen Sequenz konnte
man nachweisen, daB es sich bei dem gereinigten Protein um das
Produkt des cobU-Gens handelt. Die Hydrolyse von a-Ribazol-
5'-phosphat 55, die unter Bildung von «-Ribazol 56 verlauft, wird
in Pr. shermanii durch eine 5'-Phosphatase durchgefiihrt!®;
diese Aktivitit ist auch in Ps. denitrificans vorhanden'”),

DMBI 53 ist Bestandteil des Standardmediums, das in allen
unseren Untersuchungen™ fiir die Kultur von Ps. denitrificans
verwendet wurde; deshalb haben wir seine Biosynthese an die-
sem Organismus nicht untersucht. Allerdings gelang Renz et al.
die Umwandlung von Riboflavin 52 in DMBI mit rohen Zellex-
trakten aus Pr. shermanii’®®; mechanistische Aspekte dieser
Transformation werden zur Zeit noch untersucht!®®®!. Fiir An-
aerobier ist dieser Biosyntheseweg allerdings unwahrscheinlich,
da er molekularen Sauerstoff voraussetzt. Ein alternativer Weg
ist fiir Eubacterium limosum vorgeschlagen worden®”!. Mutan-
ten, in denen die Bildung von DMBI 53 blockiert ist, sind aus S.
typhimurium isoliert worden!®®,

10.3. Von Adenosyl-GDP-cobinamid 51 zu Coenzym B,, 2

Das letzte Enzym des Biosyntheseweges libertrigt die Adeno-
sylcobinamidphosphat-Gruppe von Adenosyl-GDP-cobinamid
51 entweder auf das a-Ribazol 56 oder sein 5'-Phosphat 55.
Dabei entsteht Adenosylcobalamin 2 oder sein 5-Phosphat 57.
Da das Enzym als Substrat auch GDP-cobinamid akzeptiert,
das keine Adenosylgruppe hat!'”!, bezeichnete man es als Cob-
alamin(5’-phosphat)-Synthase. Diese wurde in einem Ps.-deni-
trificans-Stamm, der ein cobV-haltiges Plasmid enthielt, 90fach
iiberexprimiert und anschlieBend 55fach gereinigt!! . Zwar wa-
ren die am stdrksten angereicherten Priparationen nicht homo-
gen, bestanden aber offensichtlich aus einem 16slichen Protein-
komplex hoher Molekiilmasse, der aus sechs Proteinen
zusammengesetzt war. Uberexpression eines um 20 Codons ge-
kiirzten cobV in E. coli fiihrte ebenfalls zu einem signifikanten
Anstieg der Cobalamin(5'-phosphat)-Synthase-Aktivitat! 7,
Dariiber hinaus werden die Mutationen zweier Cob-Mutanten,
die GDP-cobinamid anreichern, durch ein Plasmid komplemen-
tiert, welches das cobV-Gen trigt (Tabelle 1)1*21. Obwohl der
direkte Vergleich der Aminosduresequenz des Enzyms mit der
aus der Gensequenz vorhergesagten Sequengz bislang nicht mog-
lich war, weisen doch alle diese Daten darauf hin, daf3 cobV fiir
die Cobalamin(5'-phosphat)-Synthase codiert.
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11. Die genetische Analyse der vier an der Cobalamin-
Synthese beteiligten Genorte aus Ps. denitrificans

Zwischen der Organisation der Gene (Abb. 1) und dem Ab-
schnitt des Synthesewegs, auf dem ihre Produkte zur Anwen-
dung gelangen, besteht eine gute Korrelation. Die Komplemen-
tationsgruppe C trigt cobA, das die erste Methyl-Transferase
codiert. AnschlieBend codiert die Komplementationsgruppe A
fur diejenigen Enzyme, die an der Umwandiung von Pricorrin-2
9 in Hydrogenobyrinsdure 12 beteiligt sind. Unter Mithilfe von
CobS und CobT (den beiden einzigen Genen in Komplementa-
tionsgruppe B), die fiir die Insertion von Cobalt bendtigt wer-
den, bewirken die Produkte der Komplementationsgruppe C die
Transformation von 12 in das Adenosyl-GDP-cobinamid 51.
Die Bildung von a-Ribazolphosphat 55 sowie die letzte Stufe des
Biosyntheseweges erfordern Enzyme, die durch die Komple-
mentationsgruppe D codiert werden. Auch Bacillus megaterium
hat vier Komplementationsgruppen!®®!, wohingegen in S. typhi-
murium die meisten Gene ein Cluster um Minute 41 bilden!*>1.
Es ist durchaus beachtenswert, daB} durch die genetischen und
molekularbiologischen Untersuchungen dieser beiden Organis-
men allein keine groBeren Fortschritte bei der Aufklarung der
Biosynthesestufen erzielt werden konnten. Dazu waren — wie es
dieser Ubersichtsartikel hoffentlich verdeutlicht — zusitzlich die
Beitrdge aus chemischen und enzymologischen Untersuchungen
vonnoéten.

Nachdem die Sequenzen der 22 Cob-Proteine in Ps. denitrifi-
cans bekannt waren'*~ 171 wurden auch die Sequenzen von
cob-Genen anderer Bakterien beschrieben. Zu den Cob-Protei-
nen in Ps. denitrificans gibt es Homologe, die an der Cobalamin-
synthese in S. typhimurium, B. megaterium, Rhodococcus sp,
Rhizobium melilotiund E. coli beteiligt sind; die relevanten Gene
und der Grad der Identitdt der Proteine sind in Tabelle 2 aufge-
listet. Eine grof3e Zahl von Genen, deren Produkte an der Cob-
alaminsynthese beteiligt sind, konnte in S. typhimurium kloniert
und identifiziert werden®™>!. Durch Vergleich der Protein-
sequenzen mit denen von Ps.-denitrificans-Enzymen, deren
Funktionen ja bereits bekannt sind, kam man dazu, dhnliche
Funktionen fiir die S.-typhimurium-Proteine anzunehmen!*3),
Man fand allerdings in S. typhimurium keine Homologe fir die
aus Ps. denitrificans bekannten Enzyme CobC, E, F, G, N, S, T
und W. Und umgekehrt finden sich in Ps. denitrificans keine
Homologe fiir drei Gene (CbiN, CbiQ und CbiO) in S. typhimu-
rium, denen man eine Rolle beim Cobalttransport zuschreibt.

Fiir eine Cobalaminsynthese in Escherichia coli gibt es keinen
Nachweis; der Organismus verwendet allerdings exogenes Cob-
inamid (49 ohne die Adenosylgruppe), um daraus Coenzym B,,
2 aufzubauen. Er hat Homologe zu den vier Proteinen CobA,
CobO, CobU und CobV aus Ps. denitrificans (siche Tabelle 2),
sowie zu den entsprechenden vier Proteinen aus S. typhimurium.
Der Identititsgrad ist dabei recht hoch. Das Homologe von
CobA, dem in E. coli CysG entspricht, katalysiert die Methylie-
rung von Uro’gen 111 7 zu Pricorrin-2 9 sowie auch die anschlie-
Bende, fiir die Synthese von Sirohdm!1%%1 nstige Oxidation und
Insertion von Eisen. Die Homologen der drei anderen Enzyme
sind dagegen an der Assimilation des oben erwihnten nicht-
adenosylierten Cobinamids beteiligt. Dariiber hinaus weisen die
Methyl-Transferasen (CobA, I, F, J, L, M und CysG) alle so-
wohl untereinander als auch zu Motiven, die in den meisten,
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Tabelle 2. Die Gene der B,,-Biosynthese in der Reihenfolge ihres Auftretens.

Ps. denirrificans [18] S. typhimurium andere Organismen

Enzym Gen Cluster Gen [45] Ident. [a) Organismus Gen Ident. [a)
C-2,C-7-Methylase (SUMT) [105] cobA [13] C cysG [107] 43.2 Bacillus megaterium cobA [108] 43.5[b]
Escherichia coli cysG [100] 41.6 fc]
Methanobacterium ivanovii  corA4 [109] 40.4 [b]
C-20-Methylase (SP,MT) [106] cobl [14] A chil. 32.2
Pricorrin-3B-Synthase {55] cobG [14) A - S. typhimurium cysi [110] 231
Anacystis nidulans sir [111] 26.1
Nicotiana tabacum nir-1 {112} 236
C-17-Methylase {55] cobJ {14} A chiH 41.7
C-11-Methylase [55] cobM [14] A chiF 411 Rhodococcus sp cobM [113] 56.9 [b]
C-1-Methylase [55] cobF [14] A -
Pricorrin-6A-Reduktase {30] cobK [30] A cbiJ 24.4 Rhodococcus sp cobK [113] 49.0 [b]
C-5.C-15-Methylase/C-12-De- cobL [14] A chiE 31.9 Rhodococcus sp cobL [113] 40.9 [b]
carboxylase [39] chiT 30.9
C-11,C-12-Mutase {42} cobH [14] A chiC 341
Hby-a,c-Diamid-Synthase [71] cobB [13) C chid 32.0
Cobaltochelatase-Untereinheiten [75] cobN [15] C - Antirrhinum majus oli [114] 28.0
Rhodobacter capsulatus bchH [115] 21.7
cobS [16] B -
cobT [16] B -
Cob{n)yrinsdure-a,c-diamid-Redukiase [82] - - -
Cob(1)alamin-adenosyl-Transferase [83] cobO [15] C cobA [117] 414 Escherichia coli bruR [116] 43.4 [c]
Cobyrsdure-Synthase [80] cobQ [15] C cbiP 43.7 Methanococcus voltae ORF230 [d] [118] 45.8 [b]
Cobinamid-Synthase-Untereinheiten [85} cobC [13] C - S. typhimurium hisC [119] 249
cobD [13] C chiB 36.7
- Protein « -
Cobinamid-Kinase/Cobinamid-phosphat- cobP [15] C cobU 40.6
Guanylyl-Transferase [90]
Cobalamin(5'-phosphat)-Synthase [17] cobV [17] D cobS 344 Escherichia coli cobS [120] 321 1[c]
Nicotinatnucleotid : DMBI-Phosphoribosyi- cobU [17] D cobT 221 Escherichia coli cobT [120] 27.5[c]
Transferase {17] Rhizobium meliloti ORF1-552 [d] [121] 96.2 [b]
cobW [15] C - Pseudomonas chlororaphis ~ ORFP47K [d] [122] 25.8
cobE [13] C -

[a] Prozentuale Aminosdure-Identitit zwischen den Proteinen aus S. typhimurium oder anderen Organismen und dem homologen Protein in Ps. denitrificans. Die Proteinse-
quenzen des letztgenannten Organismus wurden mit folgenden Datenbanken verglichen: NBRF (Ausgabenummer 38), Swissprot (Ausgabenummer 27); PIR (Ausgabenum-
mer 38) und EMBL (Ausgabenummer 37 einschlieBlich der Neueintridge bis Dezember 1993). Die Proteine mit den hichsten Identititen wurden unter Verwendung des von
Kanehisa entwickelten Programms (Nucleic Acids Res. 1984, /2, 203) mit denselben Parametern zusammengestellt (minimale Lénge aufeinanderfolgender homologer
Aminosduren = 2, maximale Linge fiir Deletionen oder Insertionen = 25; positiver Wert fiir eine Insertion = 8; aufier =7 fiir CobN und BchH). [b] Protein aus einem
anderen Organismus als Ps. denitrificans oder S. typhimurium, bei dem es sich wegen des hohen Identititsgrades mit einem der Cob-Proteine aus Ps. denitrificans wahrschein-
lich oder sicher um ein Cob-Protein handelt. [c] E.-coli-Protein, das dieselbe Reaktion katalysiert wie die Homologen aus Ps. denitrificans, aber korrekterweise nicht als
Cob-Protein bezeichnet werden kann, da nicht bekannt ist, ob E. coli Cobalamin synthetisiert. Es wandelt lediglich Pracorrin-2 (fiir die Bildung von Sirohdm) und exogenes
Cobinamid in Adenosylcobalamin um. [d] ORF = Offenes Leseraster; ein Stiick DNA an der betreffenden Position, das mdéglicherweise fiir ein Protein codiert; das

entsprechende Protein wurde jedoch noch nicht charakterisiert.

wenn nicht allen SAM-abhingigen Methyl-Transferasen auftre-
ten, ein gewisses MaB3 an Homologie auf!*°1],

Durch Identifizierung der cob-Gene in Ps. denitrificans sind
Untersuchungen zum EinfluB der Genamplifikation auf das
AusmaB der Cobalaminsynthese moglich geworden. In einem
Stamm, der sonst nur geringe Mengen von Cobalamin produ-
zierte, fithrte die Verstirkung eines Fragments, das die Gene von
cobF bis cobL trigt, zu einem 30proz. Anstieg der Cobalamin-
synthese; die Amplifikation von cob4 und cobE ergab dagegen
eine Verdopplung!®\. Diese Ergebnisse machen deutlich, wie
effektiv sich gentechnische Verfahren zur Verbesserung von
Stimmen einsetzen lassen, die fir die industrielle Produktion
von Verbindungen wie Vitamin B,, verwendet werden.

12. Zusammenfassung und Ausblick

Bis Ende 1993 war es gelungen, alle Zwischenstufen des Bio-
syntheseweges von Uro’gen III 7 bis zu Coenzym B,, 2 in Ps.
denitrificans zu isolieren und in ihrer Struktur aufzukldren. Be-
trachtet man die Schemata 1, 18 und 19 zusammen, so wird das
ganze Ausmal dieses Weges ersichtlich. Dartiber hinaus wurden
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die Enzyme, die die einzelnen Stufen katalysieren!'°?), charakte-
risiert und in den meisten Fillen bis zur Homogenitit gereinigt.
Auch die diesen Enzymen entsprechenden Gene sind alle bis auf
zweill93] identifiziert, sequenziert und tberexprimiert worden.
Noch vor finf, sechs Jahren hitte sich niemand, der die Litera-
tur {iber Vitamin B,, verfolgte, traumen lassen, da3 der Mount
Everest ,,B,," Ende 1993 bezwungen sein wiirde. Zwar ist das
Hauptproblem geldst, allerdings stehen die Antworten auf eine
Reihe von Fragen noch aus:

A) Es gibt zwei weitere Gene, cobE und cobW11°4, die zwar
fiir die B, ,-Produktion wesentlich sind, iiber deren Funktionen
man aber bislang nichts weil3.

B) Zur Biosynthese von (R)-1-Amino-2-propanol und 5,6-Di-
methylbenzimidazol miissen weitere Untersuchungen durchge-
fiihrt werden. Moglicherweise ist es in diesem Zusammenhang
von Bedeutung, daB3 es acht weitere Gene gibt, die innerhalb der
Gencluster B, C und D liegen, aber nicht als cob-Gene eingestuft
wurden, weil Mutationen in ihnen die Synthese von Coenzym B,,
nicht verhindern. Vielleicht sind sie an der Biosynthese von Di-
methylbenzimidazol oder an anderen, mit der B, ,-Biosynthese
zusammenhidngenden Aufgaben wie dem Transport von Cobalt
oder B, oder auch der Bildung von Methylcobalamin beteiligt.
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C) Es stehen noch Experimente aus, um den Mechanismus
der biosynthetischen Transformationen zu iberpriifen, bei de-
nen es um mehr als eine einfache C-Methylierung geht (z.B. die
Ringkontraktion); zudem fehlen fiir manche Zwischenstufen
(z.B. fiir Prdcorrin-8x) noch einige stereochemische Details.

D) Da es Unterschiede zwischen den Synthesewegen in Ps.
denitrificans und anderen Organismen wie Pr. shermanii und S.
typhimurium gibt, sollte herausgearbeitet werden, in welcher Be-
zichung die Zwischenstufen der beiden letztgenannten Organis-
men zu den aus Ps. denitrificans bekannten Intermediaten ste-
hen.

E) Und schlieBlich 6ffnen unsere chemischen und genetischen
Kenntnisse dieses Biosyntheseweges das Tor zu anderen, stiarker
biologisch orientierten Untersuchungen, z.B. zur Regulation
des Biosyntheseweges.

Die Beantwortung all dieser Fragen bleibt anderen iiberlas-
sen; denn die Arbeitsgruppen in Cambridge und Paris riumen,
da sie ihr wesentliches Ziel — wie hier beschrieben — erreicht
haben, das Feld. Es ist befriedigend zu sehen, daB der fiir das
Studium der B, ,-Biosynthese entwickelte Ansatz als Modell bei
der Losung anderer komplexer Biosyntheseprobleme dienen
kann. Ein erster wichtiger Schritt besteht zweifellos darin, eine
interdisziplindre Arbeitsgruppe aufzubauen, die iiber besondere
Kenntnisse in der Genetik, der Molekularbiologie, der Enzymo-
logie, der Struktur- und Synthesechemie, der Isotopenmarkie-
rung sowie der NMR-Spektroskopie verfiigt. Wir freuen uns
daher schon auf die Beschreibung von Biosynthesewegen weite-
rer komplexer Naturstoffe, die nach diesem Vorbild aufgeklirt
werden.
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Chenu, J.-C. Muller, L. Maton, D. Bisch, M. Danzer, B. Mone-
gier, D. Frechet, F. Herman, F. Debu, M .-H. Beydon, M. Rose, L.
Naudin und L. Louvel. In Cambridge sind es A. I. D. Alanine, S.
Balachandran, K. Ichinose, F. Kiuchi, M. Kodera, Y. Li, S. M.
Monaghan, A. R. Pitt, A. Prelle, N.P.J Stamford, R. A.
Vishwakarma und G. W. Weaver. Fiir finanzielle Unterstiitzung
danken wir dem britischen Science and Engineering Research
Council (SERC) sowie den Firmen Hoffmann La Roche, Roche
Products, Zeneca, Leverhulme Trust und Rhéne-Poulenc Rorer.
Weiterhin geht unser Dank fiir stetige Unterstiitzung an J. Lunel,
B. Brunie, A. Brun, M. Courtier, J-F. Mayaux, P.E. Bost,
J-B. Le Pecq und J-C. Brunie, an R. De Mot fiir die Uberlas-
sung von Ergebnissen vor der Verdffentlichung, an Prof. G. Miil-
ler, Stuttgart, fir seine enthusiastische Zusammenarbeit sowie an
ihn und Dr. C. Abell, Cambridge, fiir ihre wertvollen Diskussions-
beitrdge.
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Art der verwendeten Stichworter.
2+ 1).

chemisch* als Stichwort.

Seit diesem Jahr: Keywords in der ,,Angewandten‘

Seit Januar 1995 werden zu jedem Beitrag Keywords gedruckt, die dann auch die Basis fiir das
Stichwortjahresregister bilden. Autoren werden deshalb gebeten, ihre Manuskripte mit Keywords
(zwischen Haupttext und Literaturverzeichnis) zu versehen und dabei folgende Punkte zu beachten:

1. Die Jahresregister in den Dezemberheften der vergangenen Jahre geben einen Eindruck von der
2. Es sollten maximal fiinf Keywords sein, darunter moglichst mehr allgemeine als spezielle (z. B.
3. Bitte keine ,,Komma-Versionen* verwenden, d.h. ,,chemische Sensoren®, nicht ,,Sensoren,

4. Bitte ,,...verbindungen* in Kombination mit Elementnamen verwenden, also ,,Eisenverbin-
dungen*, ,,Bromverbindungen‘* und nicht ,,Eisenkomplexe*.

5. Bitte Komplexe nach dem koordinierenden Atom (,,Komplexe mit Stickstoffliganden*) oder nach
der koordinierenden Verbindung (,,Arenkomplexe*, ,,Carbenkomplexe*‘) klassifizieren, wenn die
Eintragung unter dem Elementnamen nicht als ausreichend erachtet wird.

Die Redaktion wird sich bemiihen, ein méglichst einheitlich gestaltetes Jahresregister sicherzustellen.

452

Angew. Chem. 1995, 107, 421452



