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Investigations on the 8-lysine mutase reaction: Mechanism and steric course 

Summary 

The steric course and some mechanistic aspects of the coenzyme-B 12-dependent 
P-lysine-mutase reaction, in which (3 S)-P-lysine is converted to (3 S, 5 S)-3,5- 
diaminohexanoate, have been investigated by means of tritium labelling. The 
reaction involves migration of an hydrogen atom from C(5) of the substrate to 
C(5’) of coenzyme BI2 and back-transfer to C(6) of the product. In the presence of 
[5’-3H]-coenzyme BI2 the enzyme catalyzes the exchange of label between the 
cofactor and one of the diastereotopic H-atoms at C ( 5 )  of the substrate. The 
exchangeable hydrogen atom is identical with the one specifically involved in the 
migration reaction. Degradation of the tritiated P-lysine obtained in such experi- 
ments yielded a sample of tritiated succinic acid which was shown in an enzymic 
assay involving partial oxidation with succinate dehydrogenase, to possess the (S)- 
configuration. Thus, the overall substitution at C ( 5 )  occurs with inversion of 
configuration. 

P-Lysin-Mutase aus Clostridium sticklandii katalysiert die Umlagerung von 
(3 S)-P-Lysin zu einer 3,5-Diaminohexansaure, deren absolute Konfiguration als 
(3 S, 5 S) ermittelt wurde [l] [2] (Schema I ) .  Diese Reaktion stellt den coenzym-B,,- 
abhangigen Schritt im anaeroben Abbau des Lysins zu Essigsaure, Buttersaure und 
Ammoniak dar. Fur den Umsatz von (3 S)-P-Lysin zum Produkt wird ein orange- 
farbenes cobamidhaltiges Protein benotigt; dieses enthalt als weiteren essentiellen 

I )  Neue Adresse: Lehrstuhl fur Biochemie im Institut fur Organische Chemie der Universitat 
Karlsruhe. 
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Cofactor Pyridoxalphosphat [3], welches durch eine spezielle Prozedur abgetrennt 
werden kann. Im Laufe der Reaktion lasst sich eine langsame Zersetzung des 
Coenzym-B 12 nachweisen. Fur einen wirkungsvollen Umsatz ist neben zahlreichen 
Cofaktoren, wie ATP, FAD, Thiole, Mg++ und K+ [4], eine zweite Proteinfraktion 
erforderlich, die Coenzyrn-Bl2-Synthetase-Aktivitat aufweist und somit imstande 
ist, das Coenzym-B12 aus seinem Zerfallsprodukt und ATP zu regenerieren [3]. 
Trotz der anscheinenden Komplexitat des kompletten Systems konnte vermutet 
werden, dass die von der Mutase katalysierte Wanderung einer Aminogruppe von 
C(6) auf C(5) des Substratgerustes mechanistisch ahnlich verlauft wie die 1,2- 
Verschiebung von Gruppen bei anderen coenzyrn-Bl2-abhangigen Reaktionen 
[5- 101. Gemeinsames Merkmal solcher Reaktionen ist eine in entgegengesetzter 
Rchtung zur wandernden Gruppe stattfindende Verschiebung von H-Atomen, 
welche durch intermediare Ubertragung auf das C (5')-Atom des Coenzyms erfolgt 
(vgl. Schema 2). 

Ziel der vorliegenden Arbeit war zu uberprufen, ob ahnliche Verhaltnisse auch 
fur die Umsetzung von P-Lysin zutreffen und daruber hinaus das stereochemische 
Bild der Reaktion durch Ermittlung einer allfallig vorhandenen Stereospezifitat der 
am C(5) stattfindenden Substitution zu vervollstandigen. Ein Teil der erzielten 
Ergebnisse wurde bereits in kurzer Form veroffentlicht [ 111. 

Die direkte Beteiligung des Coenzym-B,, an der H-Wanderung im Laufe der 
Reaktion (vgl. G1. 1) wurde in einem orientierenden Vorversuch mit Hilfe von 
in den Stellungen 4 und 5 uniform tritiiertem (3 S)-P-Lysin uberpruft, welches aus 
kauflichem (RS)-[4-3H2-5-3H2]-Lysin durch Inkubation mit einem coenzym-B12- 
unabhangigen Enzym aus Clostridium sticklandii hergestellt worden war [ 12- 151. 
Nach Umsetzung des tritiierten Substrates im /?-Lysin-Mutase-System enviesen 
sich sowohl das Produkt der Reaktion, die 3,5-Diaminohexansaure, als auch das 
aus dem enzymatischen Ansatz abgetrennte und gereinigte Coenzym-B,, als 
radioaktiv. Die spezifische Radioaktivitat des Coenzyms betrug rund 10% der 
spezifischen Radioaktivitat des Substrates. Anschliessender Kuhn-Roth-Abbau der 

Schema 2 
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erhaltenen tritiierten 3,5-Diaminohexansaure gab eine Essigsaure, welche etwa 
20% der urspriinglichen Radioaktivitat enthielt. Auch in der Annahme einer 
statistischen Verteilung des Tritiums auf die C(4) und C(5) Stellungen des Aus- 
gangsmaterials ist eine quantitative Deutung dieses Resultats hier nicht moglich, 
da der theoretisch zu erwartende Wert kritisch von mehreren noch unbekannten 
Faktoren, wie z. B. der Grosse eines allfalligen kinetischen Isotopeneffektes, dem 
prozentualen Umsatz bzw. der Reversibilitat der Reaktion abhangt. Immerhin 
beweist der Abbau zur tritiierten Essigsaure, dass im Laufe der Reaktion eine 
signifikante Wanderung von Tritium von C(5) nach C (6) stattgefunden haben 
muss. 

Dass das jeweils wandernde H-Atom intermediar an das C (5’) des Coenzym-BI2 
gebunden wird, konnte in Experimenten mit [5’-3H]-Coenzym-B,2, welches mit 
Hilfe des Propandioldehydrase-Systems [5] zuganglich ist, bewiesen werden. 
Nichtmarkiertes (3 S)-P-Lysin wurde bei verschiedenen Konzentrationen des 
tritiierten Cofaktors mit dem P-Lysin-Mutase-System umgesetzt. Nach chromato- 
graphischer Abtrennung des Produktes vom verbleibenden Ausgangsmaterial 
wurde festgestellt, dass sowohl Reaktand als auch Produkt mit Tritium markiert 
waren (Tub. 1). Die Gesamtubertragung von Tritium betrug in allen Experimenten 
etwas uber 60% 2). Die spezifische Radioaktivitat beider Aminosauren war der 
Konzentration des zugesetzten [5’-3H]-Coenzym-B,2 nahezu proportional. Da das 
Coenzym gegenuber dem Enzym in grossem Uberschuss verwendet wurde, folgt 
daraus, dass im Laufe der Reaktion ein verhaltnismassig rascher Austausch 
zwischen den an der Aktivstelle gebundenen und den in Losung befindlichen 

Tabelle 1. Ubertrugung von Tritium yon [Y-’H]-Coenzym Bl2 uuf die Substrate in der B-Lysin-Mutuse- 
Reaktion 

Exp. Coenzym-B 2-Zusa tz 
Nr. 

Radioaktivitat 
pmol Ipm/total 

0 -  - 
1 6,5 35000 
2 32,5 179000 
3 65 358000 

(3s. 5S)-Diamino- 
hexansaure gebildet 

(3S)-B-Lysin nach dem 
Umsatz 

Isoliert Radioaktivitat 
pmol Ipmlpmol 

31,3 - 

34,2 71,5 
34,2 321 
37.6 580 

Zuriickisoliert Radioaktivitat 
pmol l p d p m o l  

205 - 
185 108,5 
205 530 
199 975 

Gesamt- 
iiber- 

tragung 
% 
- 

64,4 
66,7 
60.2 

Jedes Reaktionsgemisch in den Experimenten 0-3 enthielt: 10,9 mg ctorange protein)) 141; 33,6 mg ((enzyme 
2)) 141; 600 pmol 2-MethylimidazoVHCl-Puffer (pH 8); 250 pmol Kaliumpyruvat; 48 pmol ATP-Na2K; 
0,32 pmol FAD; 67 pmol 1,4-Dimercapto-threitol; 80 pmol MgC12; 320 pmol (3S)-P-Lysin. H$Od 
[S-3H]-(5,6-Dimethylbenzimidazolyl)-Co5’-deoxyadenosylcobamid, wie in der Tubelle aufgefiihrt. 
Totalvolumen des Reaktionsgemisches 7,89 ml; Reaktionstemperatur 34”; Reaktionsdauer 125 Min.; 
anaerobe Bedingungen. 

2) Wiederholte Radioaktivitatsmessungen von P-Lysin-Proben waren unter sich konsistent, betrugen 
jedoch auf molarer Basis lediglich 46% der in den entsprechenden Proben des N,N-Dibenzoyl-&- 
lysinmethyiesters nachweisbaren Radioaktivitiit. Zur Ermoglichung eines Vergleichs sind in den 
TubelZen I und 2 die korrigierten Werte venvendet. 
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Coenzym-Molekeln stattfindet. In Anbetracht der Tatsache, dass der aus dem 
Verhaltnis des Produktes zum zuriickisolierten Reaktand abgeschatzte Umsatz nur 
rund 15% betrug und dass in Gegenwart von Pyruvat die Reaktion praktisch 
irreversibel in Richtung auf 3,5-Diaminohexansaure verlauft, ist die relativ hohe 
Radioaktivitat des jeweils zuruckgewonnenen (3 S)-P-Lysins besonders bemerkens- 
wert. Eine Markierung des Reaktanden bei irreversibler Bildung des Produktes 
verlangt, dass das Reaktand durch Abgabe eines H-Atoms an das Coenzym in 
eine Zwischenstufe ubergeht, welche durch Ubernahme eines verschiedenen 
H-Atoms aus der 5'-Stellung des so modifizierten Coenzyms das Reaktand zu 
regenerieren vermag, und zwar in einer Reaktion, die rascher erfolgen muss als die 
alternative Umwandlung zum Produkt (Schema 2). 

Es muss zur Zeit offenbleiben, ob fur die Umwandlung zum Produkt der eigent- 
liche Umlagerungsschritt (k2, vgl. Schema2) oder das Abfangen der aus dieser 
Umlagerung hervorgehenden neuen Zwischenstufe (k3)  geschwindigkeitslimi- 
tierend ist. 

Zur Lokalisierung des Tritiums in der entstandenen 3,5-Diaminohexansaure 
wurden die vereinigten Produkte aus den Experimenten 0-3 zuerst in das bekannte 
4-Amino-6-methylpiperidon-2 [ 11 [ 131 ubergefuhrt und letzteres nach Verdunnung 
mit inaktivem Tragermaterial nach Kuhn-Roth zu Essigsaure abgebaut, die noch 
eine Tritiumaktivitat von 95% des ursprunglichen Wertes aufwies. Der somit 
erbrachte Nachweis, dass die 3,5-Diaminohexansaure das vom Coenzym-B 12 stam- 
mende Tritium ausschliesslich in der Methylgruppe tragt, kann venvendet werden, 
um zu zeigen, dass der wahrend der Mutase-Reaktion stattfindende Tritiumeinbau 
in P-Lysin stereospezifisch erfolgt und jenes H-Atom betrifft, welches bei der Ent- 
stehung des Produktes eine Wanderung erfahrt. Wurde dies nicht zutreffen, so 
waren aus den durch Austausch tritiierten P-Lysin-Molekeln durch nachtragliche 
H-Wanderung 3,5-Diaminohexansaure-Molekeln entstanden, die Tritium anderswo 
als nur am C(6) trugen. 

Die gefolgerte Identitat des austauschbaren mit dem wanderungsfahigen 
H-Atom liess sich durch weitere Experimente untermauern. Zu diesem Zweck 
wurde das enzymatisch tritiierte (3 S)-B-Lysin aus den Experimenten 0-3 in 
Gegenwart von nichtmarkiertem Coenzym-B,, mit dem P-Lysin-Mutase-System 
umgesetzt. Nach ca. 60proz. Umsatz wurden sowohl das Produkt als auch das 

Tabelle 2. Tririumwonderung von enzymatisch tritiiertem /3-Lysin zu C(6) von 3,5-Diaminohexunsuure 
im Lau f e  der a- Lysin -Mutase - R eaktion 

Exp. Nr. (3S)-P-Lysin eingesetzt (3S)-P-Lysin zuriickisoliert (3 S,  5S)-3,5-Diarnino- 
hexansaure 

Radioaktivitat Radioaktivitat Radioaktivitat') 
pmol Iprn/prnol pmol Iprn/prnol prnol Iprn/pmol 

4 64 I 228 180 506 260 56,5 

Gemessen als 4-,4mino-6-rnethylpiperidon. 
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Ausgangsmaterial isoliert. Aus den Radioaktivitatsmessungen (vgl. Tub. 2) geht 
hervor, dass in dem unumgesetzten (3  S)-P-Lysin eine starke Anreicherung des 
Isotops stattgefunden hatte. Dies ist ein klarer Hinweis dafiir, dass der H-Abstrak- 
tionsschritt aus dem Substrat mit einem bedeutenden kinetischen Isotopeneffekt 
behaftet ist. Aus dem Ausmass der Anreicherung und der Grosse des Umsatzes lasst 
sich ein kH/kT-Wert von etwa 9 abschatzen [ 161. Die gleichzeitig entstandene 
radioaktive ( 3  S ,  5 S)-3,5-Diaminohexansaure wurde nach der iiblichen Prozedur 
zu Essigsaure abgebaut, welche erwartungsgemass noch den Hauptteil (95%) des 
Tritiums enthielt. 

Zur Losung der noch verbleibenden Frage nach der sterischen Lage des in 
P-Lysin zur Wanderung gelangenden H-Atoms war es notwendig, entsprechend 
tritiierte Proben des Substrates mit geniigend hoher Radioaktivitat zuganglich zu 
machen. Das praparative Problem konnte durch Kopplung der Dioldehydrase- mit 
der Lysin-Mutase-Reaktion gelost werden, und zwar unter Verwendung von stark 
radioaktivem (2 R)-[ 1 -3H2]-Propan- 1,2-diol als Tritiumlieferant. Obwohl die spezi- 
fische Radioaktivitat des auf diese Weise gewonnenen /3-Lysins nur 0,1% derjeni- 
gen des eingesetzten tritiierten Diols betrug, hat dieses Eintopfverfahren den Vor- 
teil, dass im gekoppelten Umsatz tritiiertes Coenzym-B 12 standig regeneriert wird, 
was eine effektivere Ubertragung des Isotops bewirkt, als bei getrennter Fiihrung 
der beiden Reaktionen und Isolierung des tritiierten Coenzyms moglich ist. Im 
iibrigen belegt der Erfolg dieser Methode, dass ein nutzbarer Austausch zwischen 
den sich in Losung befindlichen und enzymgebundenen Coenzym-B ,,-Molekeln 
auch bei der Dioldehydrase-Reaktion stattfindet. 

Tabelle 3. Bestimmung der absoluten Konfguration von durch Abbau von enzymatisch tritiiertem b-Lysin 
erhaltenen [3H]-Bernsteinsauren 

Enzympraparat Bezeichnung des Substrates Radioaktivitat der Produkte 
in bezug auf das Substrat 
nach 70% Oxydation (in %) 
zuriickgebliebene 
Bernsteinsaure 

I 

11 

(R)-[2-3H]-Bernsteinsaurea) I80 
(S)-[2-3H]-Bernsteinsaurea) I 47 
[2-3H]-Bernsteinsaure aus (3S)-[5-3H1]-b-Lysin I43 

(R)-[2-3H ~]-Bernsteinsaure~) 169 
(R,  S)-[z3H ,]-Bernsteinsaurea) 162 
( S ) - p 3 H  11-Bernsteinsaure") 152 
[2-3H~]-Bernsteinsaure aus (3S)-[S3H ll-b-lysin I44 
[2-3H1]-Bernsteinsaure aus (3S)-[5-3H1]-b-Lysin 153 

111 (R)-[z3H 11-Bernsteinsaure") 166 
(R, S)-[Z~H ~l-Bernsteinsaure~) 162 
(S)-[2-3H l]-Bernsteinsaurea) 139,6 
(S)-[2-3H ~j-Bernsteinsaure~) 137,3 
[2-3H~]-Bernsteinsaure aus (3 S)-[S3H 1]-/3-Lysin 139,5 

") Referenz-Bernsteinsauren, deren Herstellung in [20] beschrieben ist. 
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Das gewonnene, stereospezifisch am C ( 5 )  tritiierte P-Lysin wurde nach Ver- 
diinnung mit inaktivem Trager durch Kaliumpermanganat-Oxidation ohne 
Tritiumverlust zu Bernsteinsaure abgebaut, deren Methylengruppen dem C (4) bzw. 
C (5) des Ausgangsmaterials entsprachen. Die absolute Konfiguration dieser 
tritiierten Probe konnte in Anlehnung an eine friiher entwickelte Methode [17] [18] 
auf enzymatischem Wege ermittelt werden. Bei der durch Succinat-Dehydrogenase 
katalysierten Oxydation von tritium-indizierten Bernsteinsauren zu Fumarsauren 
treten je nach sterischer Lage des schweren Isotops verschiedenartige kinetische 
Isotopeneffekte (kHRe/kT 2 12 bzw. k H s , / k T z  1 S )  auf, die sich bei gegebenem Um- 
satz in verschiedenartigen und fur die Konfiguration des Substrates charakteristi- 
schen Isotopenanreicherungen im verbleibenden Ausgangsmaterial niederschla- 
gen [18]. 

Danach wurden mehrere Proben der zu untersuchenden Bernsteinsaure so lange 
mit Succinat-Dehydrogenase inkubiert, bis der spektrophotometrisch ermittelte 
Umsatz 70% betrug, worauf das nichtumgesetzte Substrat nach chromatographi- 
scher Abtrennung und Umkristallisation auf seinen Tritiumgehalt gepruft wurde. 
Die jeweils verwendeten Enzympraparate wurden aus Schweineherzen nach der 
gleichen Methode [ 191, jedoch zu verschiedenen Zeiten isoliert. Da erfahrungs- 
gemass eine gewisse Schwankung der kritischen Tritiumanreicherung je nach 
Enzympraparat unvermeidlich ist, wurde jedes Enzympraparat in Parallelversuchen 
mit authentischen Proben von [3H1]-Bernsteinsauren bekannter absoluter Konfi- 
guration [20] kalibriert. Die in Tubelle 3 zusammengestellten Resultate lassen 
wenig Zweifel iibrig, dass in der untersuchten Probe der Bernsteinsaure die 
tritiierten Molekeln vorwiegend, wenn nicht ausschliesslich (S)-konfiguriert waren. 
Entsprechend muss jenes tritiierte 8-Lysin, aus dern die Bernsteinsaure durch 
Oxydation gewonnen wurde, als (3 S,  5 S)-[5-3H,]-p-Lysin bezeichnet werden. Aus 
der nachgewiesenen Identitat des enzymatisch beanspruchten H-Atoms mit dem 
H,-Atom am C (5) von P-Lysin und aus der fruher ermittelten ( 5  S)-Konfiguration 
der bei der enzymatischen Umlagerung entstehenden 3,5-Diaminohexansaure 
folgt unmittelbar, dass der Substitutionsprozess am C ( 5 )  des Substrates im End- 
effekt unter Inversion verlauft (Schema 3). 

Schema 3 
FOOH FOOH 
y H2 f: H2 

FH2 FH2 

H ,N-C-H H ZN-C-H 
I = = -  I 

H-c-'H~~ H,N-C-H 

c H;H 
I Re I 

CH,NH, 

Die Radioaktkvitatsmessungen wurden im Isotopenlaboratorium der ETHZ (Leitung PD. Dr. P. 
Jordan) ausgefiihrt. Die NMR.-Spektren wurden in der Abteilung fur Instrumentalanalyse des 
Organisch-chemischen Laboratoriums der ETHZ (Leitung Professor W. Simon) aufgenommen. Die 
massenspektroskopischen Analysen verdanken wir Herrn Professor J .  Seibl. Die Elementaranalysen 
wurden im mikroanalytischen Laboratorium der ETHZ (Leitung W. Munser) ausgefiihrt. Fur die 
Aufnahme der ORD.-Spektren danken wir den Herren Dr. C. de Haen und M. Caviezel vom Labora- 
toriurn fur Molekularbiologie der ETHZ (Leitung Professor R. Schwyzer). 
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A llgemeine Bemerkungen. Die Smp. wurden in einer unter Hochvakuum abgeschmolzenen 
Kapillare bestimmt und sind korrigiert. Optische Drehungen wurden in einem Rohr von 10 cm Lange 
auf einem photoelektrischen Polarimeter Zeiss gemessen und sind auf die Na-D-Linie extrapoliert. Die 
Aufnahme von 0RD.-Spektren erfolgte auf einem Jasco, Model1 ORD./UV. 5 Spektropolarimeter rnit 
einer Zelle von 1 cm Lange. Die NMR.-Spektren wurden rnit den Varian-Modellen A-60, T-60 und 
HA-I00 aufgenommen. Die Lage der NMR.-Signale ist in 5-Werten (ppm) bezogen auf interoes 
Tetramethylsilan angegeben; s= Singulett, d =  Dublett, t= Triplett, qa= Quadruplett, m= Multiplett, 
Sh = breite nicht aufgeloste Signalhaufen, J =  Kopplungskonstante in Hz. Die Massenspektren wurden 
rnit einem Hitachi-Perkin-Elmer-RMU-6D-Spektrometer aufgenommen. Die Scintillationsmessungen 
wurden rnit einem Nuclear-Chigaco-Scintillation Mark-I-Apparat durchgefiihrt. Die Proben wurden 
in 0,02 ml Wasser, 0.5 ml Methanol und 15 ml Scintillationsfliissigkeit (1 1 Toluol, 7 g Butyl-DBD 
(Ciba Geigy AG))  gelost. Dunnschichtchromatogramme wurden auf Kieselgel HF254+366 nach Stahl 
(Merck) ausgefuhrt. Die Entwicklung erfolgte durch Joddampfe, konz. Schwefelsaure oder Ninhydrin- 
Reagens. Fur die Saulenchromatographie kam Kieselgel G nach Stahl (Merck) und Kieselgel unter 
0,08 mm (Merck) zur Anwendung. 

Enzyme und Substrate. (3S)-/~'-Lysin (Smp. 1 4 2 5  143s") wurde nach van Tamelen & Smissman 
[21], 3,5-Diaminohexansaure nach Fischer & Schlotterbeck [22] (vgl. auch [I]) hergestellt. Coenzym-BIZ 
(5,6-Dimethylbenzimidazolyl-Co-5'-deoxyadenosylcobamid) war eine Gabe der Firma Richardson- 
Merrell S.p.A., Firenze. Dioldehydrase aus Klebsiella pneumoniae (Aerobacter aerogenes ATCC No. 
8724) wurde nach [23], 8-Lysin-Mutase (((orange proteinu und ccenzyme 2))) nach [3] bzw. [4] und 
Succinatdehydrogenase aus Schweineherzen nach [I91 gewonnen. 

ATP, FAD und Kaliumpyruvat wurden von der Firma Boehringer Mannheim GmbH, Serum- 
albumin aus Rind von Sigma, St. Louis, Missouri, USA, und 1,4-Dimercaptothreitol (Cleland's 
reagent) von Calbiochem, San Diego, USA, bezogen. [3H]-NaBH4 (spezifische Radioaktivitat 6 Cilmmol) 
erhielt man von The Radiochemical Centre, Amersham, England, und verwendete es fur die Reduktion 
von (2R)-Lactaldehyd [24] zu (2R)-[I-3H2]-Propan-l,2-diol [5]. [5'-3H]-Coenzym-B12 erhielt man nach 
[5]  und (3S)-[4-3H2. 5-3H2]-/3-Lysin durch die Einwirkung von Lysin-2,3-amino-mutase [ 12- 151 auf 
kaufliches ( D L ) - [ ~ - ~ H ~ ,  5-3H2j-Lysin f25]. 

Umsetzung von (3S)-[4, 5-3 HdI-p-Lysin mit der Mutase. (3S)-[4-3H2, ?~-~Hz]-/?-Lysin wurde rnit inak- 
tivem Trager auf eine spezifische Radioaktivitat von 3,76x lo5 Ipm/prnol verdunnt. Fur die Umsetzung 
wurde folgendes Gemisch bereitet: 4,80 ml ((orange proteinw [3] [4] (12,6 mg/ml, partiell gereinigt); 
4,80 ml ctenzyme 2s [3] [4] (30 mg/ml, partiell gereinigt); 1,60 ml 1~ 2-MethylimidazoVHC1-Puffer 
(pH 8); 0,64 ml I M  Kaliumpyruvat; 0,70 ml 0 . 1 ~  ATP-Na2K: 0,64 ml 0 , 0 0 1 ~  FAD; 0,64 ml O , ~ M  
Dimercaptothreitol; 1,60 ml 0 , l ~  MgC12; 0,lO ml 0 , 0 6 8 5 ~  (3S)-[4-3H2, 5-3H2]-8-Lysin; 0,20 ml 0 , 0 0 4 5 ~  
Coenzym-B,Z; 0,72 ml H,O. Totalvolumen des Reaktionsgemisches 17,34 ml; Reaktionstemperatur 
30"; Reaktionsdauer 2,5 Std. unter H2 und Lichtausschluss. Nach Abkiihlen auf 0" wurde das Protein 
durch Zugabe von 1 ml 40proz. Trichloressigsaure ausgefallt und bei 48000 U/Min. abzentrifugiert. 
Der Uberstand, eine gelbe Losung, wurde in zwei Teile geteilt. Die eine Halfte wurde auf eine Dowex- 
50W-Saule (0,s cm x 11 cm) gegeben, mit 100 ml Wasser gewaschen und die Aminosauren mit 50 ml 
O , ~ M  wasseriger Ammoniaklosung eluiert. Das Dunnschichtchromatogramm (CHC13/CH30H/H20/ 
25proz. NH3 in H20 40:40:7,5: 7 3  zeigte sowohl 8-Lysin als auch 3,5-Diaminohexansaure. Nach 
Zugabe von 20 mg (137 pmol) unmarkierter 3,5-Diaminohexansaure und 10 mg (68,5 pmol) /I-Lysin 
als Trager wurden die beiden Aminosauren durch 2malige Diinnschichtchromatographie (System wie 
oben) getrennt. So wurden 8 mg (54,8 pmol) radioaktive 3,s-Diaminohexansaure (Rf 0,17) erhalten, 
welche nach nochmaliger Verdunnung mit 68 mg (466 pniol) Trager eine spezifische Radioaktivitat 
von 3,3x lo2 Ipm/pmoi zeigte. Das abgetrennte 8-Lysin (Rf 0,05), welches nicht mehr verdunnt 
wurde, zeigte eine spezifische Radioaktivitat von 1,06x 10" Ipm/pmol. Die zweite Halfte der gelben 
Losung wurde lOmal mit je 20 ml Ather extrahiert, um die Trichloressigsaure zu entfernen. Dabei 
erfolgte ein Farbumschlag von gelb nach orange. Die Coenzym-B12 und Aminosauren enthaltende 
Wasserphase wurde i.RV. unter Lichtausschluss eingedampft und der rotgefarbte Ruckstand durch 
Papierelektrophorese und Papierchromatographie [5] gereinigt. Das Coenzym-B12, dessen Konzen- 
tration spektrophotometrisch bei 530 nm bestimmt wurde, zeigte eine spezifische Radioaktivitat von 
1,93 x 10" Ipmlpmol. 
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Kuhn-Roth-Ox,ydation der 3,5-[4-3H3 5-3Hl, 6-3H1]-Diumino-hexansaure. Apparatur und Reagen- 
tien wurden wie in [26] beschrieben verwendet: zu 35,7 mg 3,5-[4-3H2, 5-3H,, 6-3H1]-Diaminohexan- 
sure (3,3x lo2 Ipdpmol )  wurden 4 ml Chromsaurelosung [26] gegeben. Nach 1,5 Std. unter Riick- 
fluss wurde die gebildete Essigsaure wasserdampfdestilliert und sofort mit 0 , l ~  NaOH gegen Phe- 
nolphthalein titrieri, wobei nach Eindampfen des Wassers 11 mg Natriumacetat erhalten wurden. 
Reaktion des letzteren mit 36,2 mg p-Phenylphenacylbromid in 2,25 ml Methanol gab nach Chro- 
matographie 19,5 mg p-Phenylphenacylacetat vom Smp. 110-1 11,5" und einer spezifischen Radio- 
aktiviat von 66,3 Ipm/pmol. 

Einsatz von [S-3H]-Coenzym-B12 in die 8-Lysin-Mutase-Reaktion. Die Zusammensetzung der 
Reaktionsgemische ist unter Tubelle I angegeben. Die enzymatische Reaktion wurde nach Abkiihlung 
auf 0" durch Zugabe von je 1,5 ml 1 , 2 ~  Perchlorsaure beendet. Nach Abzentrifugieren des denatu- 
rierten Proteins wurden die Uberstande mit je 1,5 ml 1 , 2 ~  KOH neutralisiert und das auskristalli- 
sierende Kaliumperchlorat entfernt. Nach Wegnahme eines Aliquots fur den Ninhydrintest [ 131 wurden 
sowohl das 8-Lysiri als auch die gebildete 3,5-Diaminohexansaure aus den Gemischen wie oben 
beschrieben isoliert. Die isolierten Mengen bzw. deren Radioaktivitat ersieht man aus Tabelle 1. Von 
den Expenmenten 0-3 vereinigte 8-Lysin- (86 mg) und 3,5-DiaminohexansBure-Proben (15,5 mg) 
wurden rnit 30 mg bzw. 70 mg des entsprechenden radioinaktiven Tragers verdiinnt. Nach noch- 
maliger Diinnschich tchromatographie (CHCl3/CH30H/H20/25% NH3 in H20 40: 40: 7,5 : 7,5) wurden 
93,4 mg reines (3S)-P-Lysin (105 Ipm/pmol) und 46 mg 3,5-Diaminohexansaure (42,6 Ipm/pmol) 
erhalten. Letztere wurde in 100 ml wasserfreien HC1-haltigen Methanol 2 Std. unter Riickfluss erhitzt 
und die Losung anschliessend eingedampft. Der Riickstand wurde in 100 nil Methylenchlorid suspen- 
diert, die Suspension mit Ammoniak gesattigt, das ausgefallte Ammoniumchlorid abfiltriert und 
das Filtrat eingedanipft. Sublimation bei 90" und 0,001 Torr ergab 7,4 mg 4-Amin0-6-[6'-~H ,]-methyl- 
piperidon-2 mit Smp. 101-104" und der spezifischen Radioaktivitat von 50,5 Ipdpmol .  Fur die 
Kuhn-Roth-Oxydation wurde dieses Material mit inaktivem Trager verdiinnt, was insgesamt 26 mg 
&Lactam (spezifische Radioaktivitat 12,6 Ipmlpmol) lieferte. Zwei parallele Oxydationsexperimente 
(wie weiter oben beschrieben) fiihrten zu Proben von p-Phenylphenacylacetaten mit den spezifischen 
Radioaktivitaten von 12,l bzw. 11.9 Ipm/pmol. 

Umsetzung des c3S)-[5-3H,]-/3-Lysins mit 0-Lysin-Mutase. Fur die vereinigten Proben des P-Lysins 
aus den Experimenten 0-3 wurde folgendes Gemisch bereitet: 113 mg ctorunge protein)) [3] 141; 260 mg 
((enzyme 2)) [3] [4]:, 6000 pmol 2-MethylimidazoVHCI-Puffer (pH 8); 3000 pmol Kaliumpyruvat; 
500 pmol ATP-Na2K: 3 pmol FAD; 600 pmol 1,4-Dimercapto-threitol; 800 gmol MgC12; 640 pmol 
(3S)-[5-3H1]P-Lysin; 2 pmol Coenzym-Blz. Totalvolumen: 100,5 ml; Reaktionstemperatur 31"; 
Reaktionsdauer 4 Std., unter Wasserstoff und Lichtausschluss. Nach Abkiihlung auf 0" wurde die 
Reaktion durch Zugabe von IS ml 1 , 2 ~  Perchlorsaure abgebrochen und die zentrifugerte klare Losung 
rnit 15 ml 1,2M KOH neutralisiert. Die weiter oben beschriebene Trennungsprozedur lieferte die in 
Tabelle 2 angegebenen Mengen der beiden Aniinosauren. Die 3,5-Diaminohexansaure wurde in das 
&Lactam umgewandelt und letzteres durch 2malige Sublimation gereinigt. Dabei wurden 3,l mg 
4-Amin0-6-[6'-~H~]-methylpiperidon-2 mit Smp. 102- 104" und mit einer spezifischen Radioaktivitat von 
56,5 Ipm/pmol erhalten. Das NMR.-Spektrum in D20 war identisch rnit demjenigen des syntheti- 
schen (i ) trans-4-Amino-6-methylpiperidon-2 [I]. Das 0RD.-Spektrum zeigte einen positiven 
Cotton-Effekt, [a]235= - 45" (c= 0,129, CHC13). Eine auf 3,83 Ipm/pmol verdiinnte Probe des &Lactams 
( 1  1,2 mg) wurde nach Kuhn-Roth oxydiert [26]. Das p-Phenylphenacyl-Derivat der gebildeten Essig- 
saure zeigte eine spezifische Radioaktiviut von 3,63 Ipm/pmol. 

Ubertrugung von Tritium durch Kopplung der Dioldehydrase-Reaktion mit der 8-Lysin-Mutuse- 
Reaktion. Das Reaktionsgemisch enthielt 5 ml Extrakt aus Klebsiellu pneumoniue (1 10 mg Protein 
und 2,s Einheiten Dioldehydrase enthaltend); 223 pmol (2K)-[l-3H2]-Propan-1,2-diol (2,31 x lo7 
Ipmlpmol); 100 pmol KCI; 156 mg 0-Lysin-Mutase aus Clostridium M - E  enthaltend sowohl das 
ccorange profeinu als iauch ctenzyme 2,) in hochgereinigtem Zustand3): 2000 pmol 2-MethylimidazoVHCI- 
Puffer (pH 8); 300 pmol Kaliumpyruvat; 0,3 pmol FAD; 50 pmol ATP-NaZK; 80 pmol 1,4-Dimer- 

3) P-Lysine-Mutase aus Clostridium sticklundii und Clostridium M-E bilden dieselbe stereoisomere 
Form der 3,5-Diaminohexansaure. 
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capto-threitol; SO pnol MgC12; 220 pmol (3S)-P-Lysin H2SO4; 0,5 ymol (5,6-Dimethylbenzimida- 
zolyl)-Co-5'-deoxyadenosylcobamid (Totalvolumen 13,07 ml); Reaktionstemperatur 35"; Reaktions- 
dauer4Std.; unterH2 nnd Lichtausschluss.NachAbkuh1en auf0"wurdedieReaktiondurchZugabevon 1 ml 
1 , 2 ~  Perchlorsaure abgebrochen und die zentnfugierte Losung mit I m l 1 , 2 ~  KOH neutralisiert. Chromato- 
graphie an Dowex-50 (H+-Form) lieferte zwei Fraktionen. Aus der ersten Fraktion wurden nach 
Dunnschichtchromatographie (CHC13/CH3OH/H20/25% NH3 in H20 40:40: 7,s: 7 3  20 mg b-Lysin 
(spezifische Radioaktivitat 2770 Ipm/pnol) elhalten, welches mit 40 mg 8-Lysin verdunnt und noch- 
mals chromatographiert wurde (50 mg, 890 Ipm/,umol). Aus der zweiten Dowex-50-Fraktion wurden 
auf ahnliche Weise nochmals 8 mg 8-Lysin erhalten, welches auf eine spezifische Radioaktivitat von 
352 Ipm/pmol verdunnt wurde (42 mg). Aus dieser Fraktion wurden ebenfalls etwa 4 mg 3,SDiarnino- 
hexansaure mit einer totalen Radioaktivitat von 150000 Ipm erhalten. 

Oxydation mit Kaliumpermanganat des enzymatisch tritiierten P-Lysins. Eine enzymatisch tritiierte 
Probe von (3 S)-/l-Lysin wurde mit inaktivem Trager auf 32,4 Ipm/pnol verdunnt (der entsprechende 
N,N'-Dibenzoylmethylester zeigte demgegenuber eine spezifische Radioaktivitat von 70,6 Ipm/,umol)*). 
192 mg der verdunnten Probe wurden in 28 ml Wasser gelbst, unter starkem Ruhren mit 1,23 g 
Kaliumpermanganat versetzt und 3 Std. bei 80" reagieren lassen. Nach Abkuhlen wurde die braune 
Mischung tropfenweise bis zur Entfarbung mit Natriumhydrogensulfit versetzt, die entstandene leicht 
gelbliche Losung rnit I N  H2SO4 angesauert und nach Sattigung rnit Ammoniumsulfat 18 Std. mit Ather 
extrahiert. Die Atherphase wurde getrocknet, eingedampft und das Rohprodukt an Dowex-1 mit 
1 , l ~  Ameisensaure als Eluiermittel chromatographiert. Umkristallisation aus Wasser ergab 15,5 mg 
[3H]-Bernsteinsaure rnit einer spezifischen Radioaktivitat von 70,2 Ipm/pnol. 

N,N'-Dibenzovl-(3S~-P-lysinmethylester. 40 mg (3S)+-Lysin wurden in 2,2 ml IN NaOH gelost im 
Eisbad gekuhlt und 1 Std. bei 0" unter Ruhren mit 164 mg Benzoylchlorid reagieren lassen. Nach 
Ansauern mit 2N HC1 wurde der Niederschlag abfiltriert, das Filtrat eingedampft, der Ruckstand in 
abs. Athanol aufgenommen und das Ungeloste abgetrennt. Das Filtrat wurde wiederum eingedampft 
und der farblose Ruckstand zusammen mit dem ersten Niederschlag 6 Std. i.HV. getrocknet. Die 
Losung der vereinigten Niederschlage in 10 ml abs. Athanol wurde bis zur bleibenden Gelbfarbung 
mit einer atherischen Diazomethanlosung versetzt. Das getrocknete Rohprodukt wurde an 20 g Silicagel 
(nnter 0,08 mm) im System Chloroform/Aceton 2: 1 chromatographiert. Es resultierten 35 mg eines 
farblosen Produktes rnit Smp. 148-150". [u]g= - 33,6" (~'0,905, CHC13). - IH-NMR. (CDCI3): 1,72 
(m, 4 H); 2,63 (d, J = 6 ,  2 H); 3,49 (m. 2 H); 3,67 (s, 3 H), 4,52 (m, I H); 6,98 (m, 2 H); 7,34 (m, 6 H); 
7,78 (m, 4H). - MS.: u.a. m/e 368 ( 5 ,  M t ) ,  337 (2), 263 (9), 246 (14), 234 (3), 174 (4), 163 (3),  148 (3), 
142 (4), 134 (5), 122 (4), 105 (IOO), 77 (44), 69 (3), 57 (4), 51 (8), 43 (6) ,  41 ( 5 ) ,  28 (3), 18 (97). 

CzlH24N~O4 Ber. C 68,46 H 6,57 N 7,600/0 Gef. C 68,22 H 6,44 N 7,71% 

Enzymatische Oxydation von tritiierten Bernsteinsaure-Proben. Die folgenden Stammlosungen 
wurden bereitet: A) 0 , l ~  K3[Fe(CN),]; B) I M  Kaliumphosphat (K2HP04:KH2P04 9: 1); C) I M  
Athylendiamintetraessigsaure-dikaliumsalz. 60 ml Losung A, 100 ml Losung B und 1 ml Losung C 
wurden vermischt und mit Wasser auf lo00 ml aufgefullt. Dies ergab die ctReaktionslosung)), welche 
6 mM an K3[Fe(CN)6] war und bei 450 nm eine optische Dichte von ca. 1500 zeigte. Fur die enzy- 
matische Oxydation wurden Proben von [3H]-Bernsteinsauren (33-55 mg, spezifische Radioaktivitat 
40-200 Ipm/pmol) in Erlenmeyer von 250 ml Inhalt eingewogen und mit der stochiometrischen Menge 
der ((Reaktionslosung)) versetzt (fur die Oxydation von 1 mol Bernsteinsaure werden zwei mol 
K3[Fe(CN)6] benotigt). Nach Zugabe von 10 mg Serumalbumin wurde die Reaktion durch Zusatz von 
15-20 Einheiten Succinatdehydrogenase (spezifische Aktivitat 4-5 pmol min-I mg-') [ 191 gestartet und 
die Anderung der optischen Dichte bei 450 nm in einem Unicam-SP 1800 Spektrophotometer (Reak- 
tionstemperatur 25", Reaktionsdauer 20-25 Min.) verfolgt. Nachdem die optische Dichte auf 30% 
ihres Startwertes (etwa auf 0,450) gesunken war, wurden die Proben schnell auf 0" abgekuhlt und die 
Reaktion durch Zugabe von 10 ml SN H$04 (0") beendet. Nach Hinzufugen von ca. 25 g Ammonium- 
sulfat wurden die Proben mit Essigester im Kutscher-Steudel-Apparat 24 Std. extrahiert. Das erhaltene 
Gemisch von Bernsteinsaure, Fumarsaure und etwas Apfelsaure wurde durch Chromatographie an 
Dowex 1 (Formiat-Form) aufgetrennt und die Bernsteinsauren noch aus Wasser umkristallisiert. Die 
Fumarsauren wurden als Dimethylester durch Sublimation und Umkristallisation aus AtherlPentan 
gereinigt. Die aus den Radioaktivitatsmessungen hervorgegangenen Resultate sind in Tabelle 3 zusam- 
mengestellt. 
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