
ZUSCHRIFTEN 

Ligandenhiille des Komplexes wird unmittelbar iiber die Rich- 
tung der Wasserstoffbriickenbindungen zu den Oxofunktionen 
der Anionen verstandlich (Abb. 1). Die durch die Wasserstoff- 
briicken bestimmte Ausrichtung der Wasserstoffatome am 
0 (1)-Zentrum bedingt fur den gesamten Komplex eine erhebliche 
Abweichung von der ahnlichsten der denkbaren Anordnungen 
mit D,,-Symmetrie. Durch Vergleich des Elementarzellenvolu- 
mens von 1 bei Raumtemperatur['ol mit den entsprechenden 
Daten der isotypen Lanthanoidverbind~ngen~~' kann der effek- 
tive Ionenradius (IR1X)[13] des Bi3+-Ions in 1 zu 1.15 A abge- 
schatzt werden. Es ist damit hinsichtlich seiner GroDe zwischen 
der von Nd3+- (IR" = 1.163 A) und der von Sm3+-Ionen 
(IR" = 1.132 A) einzuordnen. Das Radienverhaltnis IRIX- 
(La3+)/1RIX(Bi3+) weist rnit 1.05 den typischen Wert fur Bill1- 
Verbindungen ohne ausgepragte Aktivitat des einsamen Elek- 
tronenpaares auf['31. 

Die iiberraschend geringe Kondensationsneigung des hydrati- 
sierten Bi3+-Ions in HSO,CF,-Losung wird durch die Tatsache 
verdeutlicht, daD selbst aus den manchmal beim schnellen Ein- 
engen erhaltenen oligen, stark iibersattigten Losungen aus- 
schliel3lich 1 isoliert wird, wahrend aus HCI0,- oder HN0,-Lo- 
sungen entsprechender Aciditat bereits bei sehr vie1 geringeren 
Bit'[-Konzentrationen Verbindungen mit den sechskernigen 
,,Bismutyl-Ionen", [Bi,O,(OH),, - ,-I6+ kri~tallisieren[~]. Dies 
legt den SchluD nahe, daB die entsprechenden Anionen einen 
wesentlichen EinfluD auf die Komplexkondensation ausuben. 

Die Kenntnis von 1 eroffnet prinzipiell die Moglichkeit, die 
basische Hydrolyse und die Kondensationsreaktionen des Bi"'- 
Ions in waoriger Losung von Beginn an zu studieren. Mit ent- 
sprechenden Untersuchungen haben wir begonnen. 

Experimentelles 
1: Zu einer Suspension von 2.6 g (5.58 mmol) Bismut(nr)-oxid in 5.0 g (17.72 mmol) 
Trifluormethansulfonsaureanhydrid werden bei 0 "C tropfenweise 5.0 g 
(33.32 mmol) Trifluormethansulfonsaure gegehen. Bei Erwarmen auf Raumtempe- 
ratur erstarrt das Reaktionsgemisch zu einer gelblichen Masse, die in 65 mL Wasser 
aufgenommen wird. Aus der stark sauren Losung werden durch Kristallisation bei 
Raumtemperatur insgesamt 7.4 g (81 .O% bezogen quf Bi,O,) farhlose Stahchen von 
1 gewonnen. Elementaranalyse (M, = 818.31): C 4.59 (4.40), H 1.99 (2.22), Bi 26.3 
(25.54)%; IR (Nujol, BaF,): C [cm-'l= 3365 (sb), 3210 (shb), 1624 (m), 1246 (sb), 
1172 (m), 1029 (s); (Nujol, ZnSe): C [cm-'1 =I033 (s), 769 (m), 638 (s), 574 (w); 
Raman(Pulver):C[cm-']=1232(w), 1195(w), 1050(s),1030(w),775(s),580(m), 
522 (w). 358 (s), 320 (m), 237 (w). 
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Hinweise auf einen Fragmentierungsmechanismus 
bei Coenzym-B ,-abhangigen Umlagerungen 
des Kohlenstoffgerusts** 
Birgitta Beatrix, Oskar Zelder, Friedrich K. Kroll, 
Gissur Orlygsson, Bernard T. Golding * und Wolfgang 
Buckel* 

Professor Albert Eschenmoser zum 70. Gehurtstag gewitlmet 

In dieser Arbeit stellen wir eine neue mechanistische Hypo- 
these fur die bemerkenswerten Umlagerungen des Kohlenstoff- 
geriists vor, die von den Coenzym-BIZ-abhangigen Enzymen 
Glutamat-Mutase (EC 5.4.99.1) aus Clostvidium tetanomorphum 
und C. cochlearium, 2-Methylenglutarat-Mutase (EC 5 4.99.4) 
aus C. barkeri sowie Methylmalonyl-CoA-Mutase (EC 5.4.99.2) 
aus Menschen, Tieren und Bakterien katalysiert werden"]. Das 
Substrat der Glutamat-Mutase ist (S)-Glutamat 1 a (Schema l), 
das zu (2S,3S)-3-Methylaspartat 4a  umgewandelt wird; 2-Me- 
thylenglutarat-Mutase katalysiert die Bildung des hoher ver- 
zweigten (R)-3-Methylitaconats (2-Methylen-3-methylsuccinat) 
5 a aus 2-Methylenglutarat 2 a, wahrend Methylmalonyl-CoA- 
Mutase das Gleichgewicht zwischen Succinyl-CoA 3 a und (R)-  
Methylmalonyl-CoA 6a einstellt. Jedes dieser Substrate 1 a-3a 
enthalt einen Propionatrest, an dem die Umlagerung stattfindet. 
Ein Wasserstoffatom wandert jeweils intermolekular von C-2 
nach C-3 des Propionatrests uber das 5'-Kohlenstoffatom des 
5'-Desoxyadenosylrests des Coenzyms B,, , wobei die termina- 
len Methylgruppen der Produkte 4a-6a gebildet werden. Die 
Substituenten an C-3 des Propionatrests - Glycinyl, Ethenyl-l- 
carboxylat (ZAcrylat) oder Forrnylyl-CoA - wandern intramo- 
lekular in die entgegengesetzte Richtung. Stereochemische Un- 
tersuchungen dieser Umlagerungen haben ergeben, daD bei dem 
Substrat l a  das Atom HSi von der Methylengruppe, die der 
Carboxygruppe benachbart ist, entfernt wird, wahrend bei den 
Substraten 2a und 3a das entsprechende Atom H,, wandert. 
Bei den Substraten 1 a und 2a findet bei der Umlagerung an C-3 
des Propionatrests eine Inversion statt, wahrend bei Substrat 3a 
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Schema I .  Vorgeschlagene Reaktionswege fur die Coenzym-B,,-abhlngigen Enzyme Glutamat-Mu- 
tase (1 4), 2-Methylenglutarat-Mutase (2 $ 5 )  und Methylmdlonyl-CoA-Mutase (3 $ 6) .  

Retention gefunden wurde. Die Methylgruppen der Produkte 
4a-6a scheinen unter Racemisierung gebildet zu werden”]. 

Trotz dieser stereochemischen Unterschiede ist es verlockend, 
einen gemeinsamen Mechanismus fur diese Coenzym-B,,-ab- 
hangigen Umlagerungen des Kohlenstoffgeriists in Betracht zu 
ziehen. Es wird allgemein akzeptiert, daR diese Reaktionen 
durch Abspaltung des wandernden Wasserstoffatoms vom C-2- 
Atom des Propionatrests durch das 5’-Desoxyadenosinradikal 
eingeleitet werden. Letzteres entsteht durch Homolyse der C- 
Co-o-Bindung des Coenzyms B1Z[31. Dieser Prozerj erzeugt die 
Substratradikale 1 b-3 b, Cob(1I)alamin und 5’-Desoxyadeno- 
sin. Nach der Umlagerung der Substratradikale nach einem 
noch nicht bekannten Mechanismus erhalten die dabei gebilde- 
ten Produktradikale 4b-6b das Wasserstoffatom von 5’-Desoxy- 
adenosin zuriick, wobei die Produkte 4a-6a entstehen und das 
5’-Desoxyadenosinradikal zuruckgebildet wird. Chemische Mo- 
delle fur die Umlagerung von 2-Methylenglutarat zu (R)-3-Me- 
thylitaconat ergdben, daR das I-Methylencyclopropandicar- 

boxylat-Radikal 7 eine Zwischenstufe sein 
k o t ~ n t e [ ~ ~ .  Diese Spezies konnte durch die in- x,,, tramolekulare Addition des Substratradikals 
2 b an die eigene Doppelbindung entstehen. Die 
nachfolgende Spaltung der urspriinglichen C-2/ 
C-3-Bindung wiirde zum Produktradikal 5b 

fiihren. Will man diesen Mechanismus auf die Umlagerung von 
Glutamat zu 3-Methylaspartat ubertragen, gibt es Schwierigkei- 
ten, da keine der beiden Aminosauren eine Doppelbindung ent- 
halt, an die das Radikal addieren konnte. Es wurde daher vermu- 
tet, daR Glutamat mit einer Carbonylgruppe des Enzyms eine 
Schiff-Base bildet, die zum Ketimin des 2-Oxoglutarats isomeri- 

co, 

siertL5]. Das dem 2-Methylenglutarat analoge 
Intermediat konnte dann uber ein Azacyclopro- 
pylcarbinylradikal[6] umlagern. Alle Versuche, ei- 
ne Schiff-Base durch Reduktion rnit Natriumbor- 
hydrid abzufangen, waren jedoch e r f o l g l o ~ ~ ~ ” ~ .  
Aurjerdem geben mikrobiologische und geneti- 
sche Untersuchungen keinen Hinweis auf eine re- 
aktive Carbonylgruppe in der Glutamat-Muta- 
se1’]. Der von uns vorgeschlagene gemeinsame 
Mechanismus, der alle drei Umlagerungen erkla- 
ren konnte, postuliert die Fragmentierung der 
Substratradikale 1 b, 2 b oder 3b jeweils zu Acry- 
lat und entweder zu dem Glycinradikal 8, dem 
2-Acrylatradikal 9 oder dem Formyl-CoA-Radi- 
kal 10. Die Readdition der Radikale 8, 9 oder 10 
an das C-2-Atom des Acrylats wiirde zu den Pro- 
duktradikalen 4b, 5 b  bzw. 6b f i ih rer~[~~l .  Im fol- 
genden werden wir Experimente beschreiben, die 
diese Hypothese stiitzen, und zeigen, daR damit 
die oben beschriebenen stereochemischen Befun- 
de erklart werden konnen. 

Glutamat-Mutase aus C. cochlearium besteht 
aus zwei Komponenten, und zwar aus E, einem 
Homodimer (E,, M = 100 kDa), und aus S, ei- 
nem Monomer (CF, 14.7 kDa)[’]. Die Gene, die fur 
die Polypeptidketten E (glmE) und o (glmS) co- 
dieren, sind kloniert und konnen getrennt in 
Escherichiu coli iiberexprimiert werden[yl. Die 
Zugabe von Coenzym B,, zu einer Mischung der 
gereinigten Komponenten liefert spontan den en- 
zymatisch aktiven Komplex der ein mol 
Coenzym pro mol Heterotetramer enthiilt[ghl. Die 
Komponente S allein kann zwar auch Coenzym 
B,, binden, aber wesentlich schwacher als der ge- 
samte Komplex. Gibt man Glutamat zu diesem 

Komplex, so resultiert ein ESR- 
Signal rnit einer Spinkonzentra- 
tion von ca. 50% der Enzymkon- 
zentration (Abb. 1). Ahnliche, 
aber nicht identische Signale mit 
Spinkonzentrationen bis zu 150 YO 
werden bei Zugabe der kompeti- 
tiven Inhibitoren 2-Methylenglu- 
tarat oder (2S,4S)-4-Fluorgluta- 
matL7‘] zum Enzymkomplex 
erhalten. Diese Signale (gxy = 
2.15) unterscheiden sich zwar von 
denen des freien oder enzymge- 
bundenen Cob(n)alamins (gxy = 
2.3), sind aber offensichtlich auf 
Co“-Verbindungen zuruckzufuh- 
ren, wie die Form der Signale und 
die achtfache Hyperfeinaufspal- 
tung des g,-Signals zeigen. Es 
wird vermutet, daR diese Signale 
einer Kopplung zwischen einem 
Co”-Zentrum und einem organi- 
schen Radikal, das zumindest 
teilweise auf dem Substrat oder 
Inhibitor lokalisiert ist, zuzuord- 
nen sind[”]. Weniger gut aufgelo- 
ste ESR-Signale sind bisher mit 
Methylmalonyl-CoA-Mutasel’ 
und 2-Methylenglutarat-Mutase 
erhalten worden[‘ ‘1. 

I 

2.4 2.3 2.2 2.1 2 1.9 

- 9  
Abb. 1. ESR-Spektren der G h t a -  
mat-Mutase: Die Rohrchen ent- 
hielten 670 ~ L M  Komponente S. 
1.1 mM Komponente E, 4 m ~  
Coenzym B,,, 13.3 mM 2-Mercap- 
toethanol, 33 mM Tris/HCI, 
pH 8.3, und entweder 1 6 . 7 m ~  
Glycin (B) oder 16.7 mM Acrylat 
( C )  oder eine Mischung aus beiden 
(A), Gesamtvolumen 300 pL [24]. 
Alle drei Spektren wurden unter 
identischen Bedingungen aufge- 
nommen. 
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2-Methylenglutarat-Mutase aus C. barkeri besteht nur aus 
identischen Polypeptidketten (LY, 70 kDa)["]. Das fur diese Ket- 
te codierende Gen (rngm) ist kloniert und in E. coli iiberexpri- 
miert worden. Das Apoenzym wird in Gegenwart eines Uber- 
schusses an Coenzym B,, gemessen, wobei sofort die aktive 
2-Methylenglutarat-Mutase rekonstituiert wird. Die dabei er- 
mittelte spezifische Aktivitat ist doppelt so hoch wie die der 
besten Praparationen aus C. barkeri, die neben korrekt gebun- 
denem Coenzym B,, auch noch inkorrekt gebundenes Coenzym 
und an der Luft stabiles Cob(I1)alamin enthalten" lbl. Bei Gelfil- 
tration an einer Superose-6-Saule eluierte das rekonstituierte 
Enzym rnit einer apparenten molekularen Masse von 180 kDa, 
die auf ein Homodimer hindeutet. Es enthalt 1 mol gebundenes 
Coenzym, womit die Struktur des aktiven Enzyms der des Glu- 
tamat-Mutase-Komplexes gleicht. Mit der rekombinanten 2- 
Methylenglutarat-Mutase erhalten wir nun nach Zugabe des 
Coenzyms und des Substrats ein ebenso hochaufgelostes ESR- 

- . . . . , . . . . . r . . , . . <  , . . ,  
4 2.3 2.2 2.1 2 1.9 

- g  
Abb. 2. ESR-Spektren der 2-Me- 
thyienglutarat-Mutdse: Die Rohr- 
chen enthielten 270 PM Apoen- 
rym, 4mM Coenzym B,,, 7mM 
2-Mercaptoethanol, 33 mM Ka- 
liumphosphat, pH 6.4, und entwe- 
der 16.7 r q ~  2-Methylenglutarat 
(A) oder 16.7 mM Acrylaf (B), Ge- 
samtvolumen 300 pL 1241. Spek- 
trum A wurde bei vierfach hoherer 
Verstlrkung als Spektrum B auf- 
genommen. 

Spektrum (Abb. 2A) wie mit 
dem Glutamat-Mutase-Komplex 
in Gegenwart von Glutamat. 
Der C-Terminus (ca. 100 Amino- 
saurereste) der 2-Methylengluta- 
rat-Mutase zeigt signifikante Se- 
quenzhomologien zur Kompo- 
nente S der Glutamat-Mutase, 
zu den C-Termini der Methylma- 
lonyl-CoA-Mutasen aus ver- 
schiedenen Organismen und zur 
Cobalamin-bindenden Domane 
der Methionin-Synthase (MetH) 
aus E. ~oZi['~]. Aus der Kristall- 
struktur dieser MetH-Domane 
geht hervor, daB der Dimethyl- 
benzimidazolligand am Cobalt- 
atom im freien Coenzym durch 
den in allen genannten Enzymen 
konservierten Histidinrest er- 
setzt i ~ t [ ' ~ ~ l .  ESR-Experimente 
mit "N-markierter Komponente 
S zeigen, daB dies auch bei 
der Glutamat-Mutase der Fall 
i~ t [ '~ ' ] .  SchlieBlich ist die 
H486Q-Mutante dey 2-Methy- 
lenglutarat-Mutase, in der dieser 
Histidinrest zu einem Glutamin- 
rest mutiert ist, enzymatisch vol- 
lig inaktiv, da sie kein Coenzym 
B,, mehr binden kann['4c]. 

Um die Hypothese einer Fragmentierung von Glutamat wah- 
rend der Katalyse zu uberpriifen, wurden Glycin und Acrylat als 
Inhibitoren der Glutamat-Mutase getestet. Weder Glycin noch 
Acrylat allein waren in Konzentrationen bis zu 20 mM wirksam; 
ihre Gegenwart beeinfluljte die Aktivitat des Enzyms nicht si- 
gnifikant. In Kombination hemmten diese Verbindungen jedoch 
sehr effizient die Uvwandlung von (2S,3S)-3-Methylaspartat 
zu (8)-Glutamst, die p i t  den Hilfsenzymen Glutamat-Oxalace- 
tat-Aminotransferase (Aspartat-Aminotransferase, EC 2.6.1.1) 
und (R)-2-Hydroxyglutarat-Dehydrogenase aus Acidarninococ- 
cus ferrnentans (NADH, EC 1.1.1.-) gemessen wurde. Die An- 
fangsgeschwindigkeit dieser Reaktion erniedrigte sich in Gegen- 
wart von aquimolaren Mischungen von Glycin und Acrylat in 
Konzentrationen von je 5,lO und 20 mM auf 60,42 und 20 % der 
Kontrolle. Auch ESR-spektroskopisch wurde ein drastischer 
Effekt beobachtet. Wahrend eine Mischung der Komponenten 
E, S, Coenzym B,, und entweder Glycin oder Acrylat allein nur 

schwache Signale in der Gegend von g = 2 hervorrief (Abb. 1 B 
und 1 C;  Spinkonzentration < 5 % der Enzymkonzentration), 
ergab die Kombination von beiden Verbindungen ein starkes 
Signal um g = 2.1.5. Interessanterweise ahnelt das Signal in sei- 
ner Form stark jenen von anderen Coenzym-B,,-abhangigen 
Enzymen["], aber nicht denen, die rnit Glutamat-Mutase und 
Glutamat oder mit 2-Methylenglutarat-Mutase und 2-Methy- 
lenglutarat (Abb. 2A) erhalten wurden. Besonders im Fall der 
Coenzym-B, ,-abhangigen Ribonucleotid-Reduktase wurde das 
Signal als Kopplung eines organischen Radikals mit Cob@)- 
alamin erfolgreich simuliert" ']. Der synergistische Effekt von 
Glycin und Acrylat 1aBt vermuten, daB beide Verbindungen zu- 
sammen eine Zwischenstufe nachahmen (siehe Schema 1) und 
damit die Homolyse der Co-C-Bindung des Coenzyms induzie- 
ren konnen. 

Schon vor 25 Jahren wurde die Hemmung der 2-Methylenglu- 
tarat-Mutase durch trans- 1 -Methylcyclopropan-I ,2-dicarboxy- 
lat 11 a / l l  b beschrieben, wahrend die cis-Verbindung l l c / l l  d 
weniger wirksam war[161. Um einen Mechanismus der 2-Me- 
thylenglutarat-Mutase mit dem l-Methylencyclopropan-1,2- 
dicarboxylat-Radikal 713"] als Zwischenstufe zu iiberpriifen, ha- 
ben wir alle vier Stereoisomere ll a-d syntheti~iert['~]. Da das 

Produkt der enzymatischen Reaktion (R)-Konfiguration hat[*'], 
sollte demnach das (R,R)-Isomer 11 a der beste Inhibitor sein. 
Wir haben jedoch gefunden, daB keines dieser vier Stereoisome- 
re in Konzentrationen bis zu 20 mM die 2-Methylenglutarat- 
Mutase-Reaktion signifikant beeinflufit. AuBerdem induzierte 
das trans-Isomerengemisch kein ESR-Signal rnit 2-Methylen- 
glutarat-Mutase und Coenzym B,, . Dagegen war Acrylat allein 
in der Lage, die 2-Methylenglutarat-Mutase signifikant ZLI hem- 
men. Interessanterweise zeigte die Auftragung der reziproken 
Anfangsgeschwindigkeiten (l/u) als Funktion der Acrylatkon- 
zentration"'] nur dann annahernd eine Gerade, wenn als 
Abszisse [Acrylat]* gewahlt wurde. Offensichtlich werden zwei 
Acrylatmolekiile ans Enzym gebunden. Unter Annahme einer 
kompetitiven Inhibition betragt bei 2 mM Acrylat der apparente 
Ki = 2 mM, wahrend sich bei 10 mM Acrylat der apparente Ki- 
Wert auf 0.5 mM verringerte. Acrylat allein induziert bei der 
2-Methylenglutarat-Mutase fast das gleiche ESR-Spektrum 
(Abb. 2B) wie das rnit 2-Methylenglutarat erhaltene (Abb. 2A). 
Das Acrylatspektrum unteqcheidet sich jedoch quantitativ nur 
durch die vierfach hohere Spinkonzentration von dem 2-Me- 
thylenglutaratspektrum. Insgesamt verleiten diese Ergebnisse 
zur Spekulation, daB bei der Methylmalonyl-CoA-Mutase 
Acrylat und das Formyl-CoA-Radikal 10 gemeinsam als Zwi- 
schenstufe auftreten (siehe Schema 1). Folglich sollte ein Bqui- 
molares Gemisch aus Acrylat und Formyl-CoA das Enzym 
hemmen und ein ESR-Signal induzieren, wahrend diese Verbin- 
dungen einzeln keine Wirkung haben diirften. 

Angew. Chrm. 1995, f07, N r .  2f 0 VCH Verlagsgesellschufr mhH, 0-69451 Weinheim, 1995 0044-s24919Sjl0?2f-2575 $10.00+ ,2510 257 5 



ZUSCHRIFTEN 

Im Schema 1 stellen wir einen einheitlichen Mechanismus fur 
die Coenzym-B,,-abhingigen Mutasen vor. Die Bindung des 
Substrats an das Enzym induziert eine Konformationsande- 
rung, die zur Homolyse der Co-C-Bindung des Coenzyms fuhrt. 
Das gebildete 5'-Desoxyadenosylradikal abstrahiert das am 
nachsten erreichbare H-Atom, wobei kleine Unterschiede in der 
Enzymstruktur geniigen, urn entweder H,, oder H,; in die fur 
die Abspaltung gunstigste Position zu bringen (Schema 1). In 
der Konformation, die eine maximale Uberlappung des Radi- 
kalzentrums (n-Orbital) rnit der 2,3- (Substrate l a  und 2a) oder 
I ,2-0-Bindung (Substrat 3) ermoglicht, fragmentiert das gebil- 
dete Substratradikal zu Acrylat und einem neuen Radikal (Gly- 
cinradikal 8 aus 1 b, 2-Acrylatradikal 9 aus 2 b und Formyl- 
CoA-Radikal 10 aus 3b). Die Rekombination des neuen 
Radikals rnit Acrylat an C-2 kann das Produktradikal 4b-6b 
liefern, das durch H-Abspaltung aus 5'-Desoxyadenosin zum 
Produkt 4a-6a fiihrt. Die beobachtete Inversion der Konfigu- 
ration bei der Bildung der Methingruppe in den Produkten 4 a  
und 5 a  stimmt mit diesem Mechanismus iiberein, wahrend die 
fur 6 a gefundene Retention eine besondere Erklarung erfordert. 
Wir schlagen vor, daI3 das aus 3a gebildete Acrylat in zwei 
Konformationen vorliegt (siehe Schema I ) ,  die z. B. durch Rota- 
tion urn die 2,3-Bindung ineinander iibergehen. Wahrend die 
eine Konformation bei der Fragmentierung entsteht, kann das 
Produkt nur iiber die andere gebildet werden. Dieser Vorschlag 
kann auch den ,,Fehler in der kryptischen Stereochemie der 
Methylmalonyl-CoA-Mutase" 91 erkllren. Es ist gezeigt wor- 
den, dal3 zwar hauptsachlich das Atom H,, vom C-3-Atom des 
Succinyl-CoA zur Methylgruppe (C-3) des Methylmalonyl- 
CoA wandert, aber gelegentlich auch der ,,austauschbare Was- 
serstoff" voii C-2 des Methylmalonyl-CoA zur C-3-Position des 
Succinyl-CoA gelangt. Urn diesen Effekt zu verstehen, wurde 
eine 1,2-Wasserstoff-Verschiebung im Succinyl-CoA-Radikal 
postuliert. Unsere Erklarung ware, dal3 dieser Fehler durch eine 
gelegentliche Abspaltung des H,,-Atoms von C-3 des Succinyl- 
CoA verursacht wird, wobei diejenige Konformation des Acry- 
lats entsteht, die direkt, ohne vorherige Rotation, zum (R)-Me- 
thylmalonyl-CoA fuhrt. 

Einige dieser neuen Radikale sind bereits in anderen Syste- 
men charakterisiert worden. Das 2-Acrylatradikal sol1 die 

lineare Struktur 13 rnit sp-Hybridisierung am 
C-2-Zentrum aufweisen[201. Berechnungen H 

H zeigten, dal3 das Glycinylradikal 8 das energe- 
tisch gunstigste Glycin-Kohlenstoffradikal 
ist, das in einer captodativen Weise stabilisiert 

wird; das Carboxylat zieht Elektronen an, wahrend die Amino- 
gruppe als Elektronendonor wirktt211. Die ungewohnliche 
Stabilitat des Glycinradikals an der Position 734 der Poly- 
peptidkette der Pyruvat-Formiat-Lyase (EC 2.3.1.54) aus 
E. co/i wird ebenfalis auf einen captodativen Effekt zuruck- 
gefuhrt i221. 

Zusammenfassend kann gesagt werden, dal3 die hier beschrie- 
benen Daten den vorgeschlagenen Fragmentierungsmechanis- 
mus der Coenzym-B,,-abhangigen, das Kohlenstoffgeriist um- 
lagernden Mutasen unterstiitzen und die Basis fur weitere 
Experimente liefern. Insbesondere kann jetzt gezielt mit isoto- 
penmarkierten Substraten und Inhibitoren die Struktur der po- 
stulierten Radikale aufgekliirt werden. Das iiberraschendste Er- 
gebnis dieser Arbeit bildet die Glutamat-Mutase, die lange als 
das am wenigsten erklarbare Coenzym-B,,-abhlngige Enzym 
betrachtet worden ist[2JJ. Jetzt ist sie zum Paradebeispiel dieser 
Enzymklasse geworden[251. 
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