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Methyltransfer von Methanol auf
Co-Cobyrinate: ein Modell fiir die
Coenzym-B,,-abhiingige Methyltransferase ?**

Alexander Schnyder, Tamis Darbre* und Reinhart
Keese*

Manche methanogene und acetogene Bakterien konnen
Methanol als Methylquelle fiir die Bildung von Methan oder
Acetyl-CoA verwenden.'# In den bekannten Beispielen
wirken Co-Corrinoide als prosthetische Gruppen und bilden
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Co-CH;-Komplexe, aus denen die CH;-Gruppe auf Coen-
zym M (HSCH,CH,SO3) oder bei der Bildung von Acetyl-
CoA moglicherweise auf Tetrahydrofolsédure {ibertragen wird.
Aus Experimenten mit chiralen CHDT-Gruppen geht ein-
deutig hervor, daB der Methyltransfer auf Co' in Enzym-
reaktionen iiber eine nucleophile Substitution verlduft.> 9 Da
OH-Gruppen im allgemeinen durch einen energieverbrau-
chenden Prozef} aktiviert werden miissen, um zur Abgangs-
gruppe in Substitutionsreaktionen zu werden, ist die Frage
nach der Art der Aktivierung in derartigen Enzymreaktionen
von besonderer Bedeutung.!”? Wihrend fiir die Ubertragung
der N’-Methylgruppe auf Cob(l)-alamin wie bei der durch
Methionin-Synthetase katalysierten Reaktion eine Protonie-
rung des N°-Methyltetrahydrofolats als wirkungsvollste Me-
thode der Aktivierung vorgeschlagen wurde, kommt ATP fiir
die Aktivierung von Methanol in Frage.['"]

Kiirzlich wurde allerdings berichtet, daB Zn** ein essen-
tieller Faktor fiir die Ubertragung der Methylgruppe von
Methanol auf Co'! in methanogenen Bakterien ist. Die Gibbs-
Energie AG® fiir die Bildung von Methylcobalamin aus
Cob(1)-alamin und Methanol betrug dabei ca. —7 kI mol~.["]
Zn%* ist eine starke Lewis-Sdure und kann Substrate von
Hydrolasen fiir einen Angriff durch ein Nucleophil wie
Wasser aktivieren.'?l Weitere Beispiele fiir die Aktivierung
von Substraten durch Zn?* wurden kiirzlich beschrieben.['> 14

Schlieft man eine Aktivierung von Methanol durch Um-
wandlung in Methylphosphat oder andere Ester fiir diese
Reaktion aus, stellt sich bei der Entwicklung von Modell-
systemen die Frage, ob eine direkte Ubertragung der CH;-
Gruppe von Methanol moglich ist, wenn Co' als Supernu-
cleophill™™ reagiert und die OH-Gruppe durch reversible
Komplexierung mit einer Lewis-Séure aktiviert wird.'¥) Um
die Reaktivitdt von Methanol unter solchen Randbedingun-
gen zu kldren und die mogliche Rolle von Zn?* als Aktivator
in Sy2-Reaktionen mit Co! als Supernucleophil zu unter-
suchen, haben wir die in Schema 1 dargestellte Reaktion
durchgefiihrt.

Behandelt man den Co"-Komplex 1a in CH;OH mit einem
UberschuB an NaBH, in Gegenwart von ZnCl, bei Raum-
temperatur oder 37 °C, wird Co" zu Co! reduziert, erkennbar
durch einen sofortigen Farbumschlag von Orange nach
Dunkelgriin. Unter diesen Bedingungen konnte nach 3 h kein
Co-CHj;-Komplex 2a nachgewiesen werden. Wurde die Re-
aktionsmischung jedoch 3 h unter Riickflu erhitzt, erhielt
man 2a und 3a in einer Ausbeute von 15-20% und im
Verhiltnis 10:1. In Abwesenheit der Lewis-Séure findet keine
Methylierung statt. Dieses Ergebnis ist vereinbar mit einer
Methylierung, in der CH;OH durch Zn?* aktiviert wird, aber
auch mit einem intra- oder einem intermolekularen CHj;-
Transfer von einer der Methoxycarbonylgruppen. Eine in-
tramolekulare Sy2-Reaktion ist unwahrscheinlich, da mit den
kurzen Alkylketten die stereoelektronisch erforderliche li-
neare Anordnung zwischen Co' und der Methoxycarbonyl-
gruppe nicht moglich ist.[' 18]

Um eine intermolekulare Substitution an einer der Me-
thoxycarbonylgruppen auszuschlieBen, wurde die Methylie-
rung in CD;OH als Losungsmittel durchgefiihrt. Nach 3 h
konnte nur der CD;-Co-Komplex, aber kein 2a nachgewiesen
werden. Allerdings wurden unter diesen Bedingungen die
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CH4OH, A
—_—
NaBH,, ZnCl;

1a, R1=R2 = COOCH3
ib,R1=R2= COOCH2CH3
1¢,R1=R2=CH3

Schema 1. Methylierung der Co-Komplexe 1a—c.

CH;O-Gruppen des Heptamethylcobyrinates 1a teilweise
gegen CD;O-Gruppen ausgetauscht. Analog konnten nach
der Reaktion des Heptaethylesters 1b die Co-CH;-Komplexe
2b und 3b, nicht aber Co-C,H;s-Verbindungen nachgewiesen
werden,!”! doch wurde auch hierbei eine partielle Umeste-
rung festgestellt. Um einen intermolekularen CH;-Transfer
von einer der Estergruppen vollsténdig auszuschlieBen, wurde
die Methylierung mit dem Heptaalkyl-Co-Komplex 1c¢
durchgefiihrt. Dieser lieferte in CH;OH unter Riickfluf} in
3 h einen Co-CH;-Komplex in 3% Ausbeute.!

Wenngleich diese Reaktionen noch nicht optimiert worden
sind, ist erkennbar, daB Co!-Corrinoide mit Methanol in
Abwesenheit von ATP methyliert werden konnen. Der
supernucleophile Co'-Komplex reagiert mit Methanol, wenn
die Abgangsgruppe durch die Lewis-Sdure ZnCl, aktiviert
wird.?l Derzeit untersuchen wir die Ubertragung einer CH-
Gruppe von Cobalt auf Thiole und die Kombination dieser
beiden Reaktionen in einem Katalysecyclus.

Experimentelles

Methylierung mit Methanol: Die Lésung von 1a/®! (25 mg, 0.022 mmol) in
10 mL wasserfreiem CH;OH wurde nach der Entfernung von O, (Ultra-
schall, N,, 30 min) mit 8.4 mg (10 Aquiv.) NaBH, und 200 mg ZnCl,
versetzt und unter LichtausschluB 3 h unter Riickflu} erhitzt. 2a wurde
diinnschichtchromatographisch durch Vergleich mit einer Probe, die mit
Mel hergestellt worden war, nachgewiesen. (2a: R;=0.54, 3a: R;=0.27;
CH,Cl,:Diethylether:THF 2:2:11%). Zur weiteren Identifizierung von 2a
wurde das Reaktionsgemisch mit 1 mL HCIO, (60 %) sowie 2 mL H,O
versetzt und mit CH,Cl, extrahiert. Nach dem Trocknen tiber MgSO, und
Entfernen des Losungsmittels wurde das 'H-NMR-Spektrum des Rohpro-
duktes in CDCl; mit TMS als internem Standard aufgenommen (2a: 6(Co-
CH;)=—-0.13, 3a: 6(Co-CH;)=—0.22). Die Ausbeute wurde aus dem
Flichenverhiltnis der 'H-NMR-Signale fiir die Protonen an C(10) aller
Corrinoide zu den Co-CHj;-Peaks der Isomere 2a/3a bestimmt. — Die
Methylierungen von 1bl") und 1429 wurden analog durchgefiihrt.

Eingegangen am 22. Oktober 1997 [Z11062]

Stichworter: Alkylierungen - Corrinoide < Enzymmodelle -
Lewis-Sduren - Supernucleophile
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