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The 5,6-dimethylbenzimidazole unit of vitamin B,, is formed from riboflavin via FMN in
aerobic and some aerotolerant bacteria. Thereby C-1’ of the ribityl side chain gets C-2 of
5,6-dimethylbenzimidazole. Experiments with homogenates of Propionibacterium shermanii
on the fate of C-atoms 2" to 5’ of the ribityl side chain of riboflavin in this transformation are
reported. It was found that [5'-*H]riboflavin leads to radioactive sugar phosphates. These were
isolated, dephosphorylated, and separated. Thus *H-D-fructose and *H-D-glucose were detect-
ed. The degradation of *H-D-glucose revealed that 14 per cent of the total radioactivity was
located in C-1, and 86 per cent in C-6. This indicates that during 5,6-dimethylbenzimidazole
biosynthesis a three carbon unit is formed from the ribityl side chain of riboflavin.

Einleitung

Aerobe und einige aerotolerante Bakterien bil-
den die Vitamin B,,-Base 5,6-Dimethylbenzimida-
zol aus Riboflavin [1, 2]. Dieser ProzeB3 verlduft
iiber FMN [2], das in Gegenwart von Sauerstoff
in die Vitamin B,,-Base umgewandelt wird. Bei
Propionibacterium shermanii konnten wir mit
[1’-"*C]Riboflavin zeigen, daB das C-1’ der Ribityl-
seitenkette zu C-2 des 5,6-Dimethylbenzimidazols
wird [3] (Abb. 1). Diese Untersuchungen wurden
mit ganzen Zellen durchgefiihrt. Hierbei lduft die
Biosynthese bis zum Vitamin B,, ab und man muf3
die Basenkomponente durch Abbau isolieren.

Stellt man jedoch Zellhomogenate von Bakterien
her, die ohne Zusatz eines Kobaltsalzes geziichtet
wurden, so kann man die aus Riboflavin gebildete
Base abfangen. Hierzu muf} allerdings die weitere
Umsetzung zum a-Ribonucleosid-5"-phosphat [4]
mit Nicotinsdure unterdriickt werden [2].

Sowohl das Schicksal des Rings C von Ribofla-
vin, als auch das der C-Atome 2’ bis 5" der Ribityl-
seitenkette bei der Umwandlung in 5,6-Dimethyl-
benzimidazol ist bisher nicht geklart. Wir berich-
ten hier iiber Versuche mit [5-*H]Riboflavin zur
Aufkldrung der aus der Ribitylseitenkette entste-
henden Produkte.
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Material and Methoden

Alle Enzyme waren von Boehringer, Mann-
heim. Die Bestimmung der Konzentration von
Glucose, Fructose, sowie von Zwischenprodukten
der Glykolyse und von L-Glycerin-3-phosphat er-
folgte nach [5]. Glucose und Fructose wurden au-
Berdem durch Papierelektrophorese in 0,05 M Na-
triumgermanat-Puffer, pH 10,7 [6] (Anfirben mit
Benzidin [7]) und durch Diinnschicht-Chromato-
graphie auf Kieselgel in Propanol-2/Ethylacetat/
Toluol/H,O (50/25/10/12,5) (Anfarben mit Anisi-
dinhydrochlorid [8]) identifiziert.

Synthese von [5'-3H ] Riboflavin
[5'-*H ]-D-Ribose

5 mCi [2,8,5-*H]Adenosin (Amersham Buchler,
Braunschweig) wurden mit 67 mg (0,25 mmol) un-
markiertem Adenosin verdiinnt, in 3 ml 0,2 N HCI
gelost und 40 min bei 100 “C gehalten. Nach Zu-
satz von 6 ml Wasser wurde lber eine Sidule von
Dowex 50 WX8 (H*-Form, 2 ml) und Dowex 2
X4 (OH -Form, 5 ml) filtriert. Das Eluat wurde
i.Vak. zur Trockene eingedampft. Ausbeute
22,3 mg (60% d.Th.).

4,5-Dimethyl-2-nitro-N-(5'-*H ) ribosylanilin

Dieses wurde aus obigen 22,3 mg [5'-*H]-D-Ri-
bose, 15,2 mg unmarkierter Ribose und 187 mg
4,5-Dimethyl-2-nitroanilin wie von Kuhn und
Strobele [9] beschrieben hergestellt. Ausbeute
67 mg (90% d. Th.).

[5'-3H ] Riboflavin

67mg  4,5-Dimethyl-2-nitro-N-(5'-*H)ribosyl-
anilin wurden nach [9] zu [5'-*H]Riboflavin umge-
setzt. Das Rohprodukt wurde in Wasser gelost und
auf eine Sdule (2 x 15 cm) von Amberlite XAD-2
(100—200 mesh) aufgetragen. Die Sdule wurde mit
300 ml Wasser gewaschen und das [5'-*H]Ribofla-
vin mit tert. Butanol/H,O (5/95) eluiert. Das Lo-
sungsmittel wurde i.Vak. entfernt. Ausbeute
15.8 mg (19% d.Th.). Weitere Reinigung durch
absteigende Chromatographie auf Whatman
3 MM-Papier (19 x 48) mit 2-Butanol/H,O/Eises-
sig (70/30/1). Spezifische Radioaktivitat des so er-
haltenen reinen Riboflavins 8.2 x 10® dpm/pmol.

Inkubation von [5'-°H]Riboflavin mit Zellhomo-
genat von Propionibacterium shermanii St 33 und
Isolierung der radioaktiven Glucose und Fructose

Die Zichtung der Bakterien und die Herstellung
des Homogenats wurde wie in [2] beschrieben
durchgefithrt. 9,5ml P. shermanii-Homogenat
wurden mit 0,5 ml (0,5 pmol) einer wiBrigen Lo-
sung von [5-*H]Riboflavin (8,2 x 10° dpm/umol)
und 0,2 ml einer 1,33 M Natriumnicotinat-Losung,
pH 6,5, unter Schiitteln (110 rev/min) Sh bei
30 °C inkubiert. Das Homogenat wurde mit 2 ml
70-proz. Perchlorsdure versetzt, 30 min bei 0 °C
geriihrt, abzentrifugiert, der klare Uberstand mit
5N KOH auf pH 7 gebracht und 30 min bei 0 °C
gehalten. Das KCIO, wurde abzentrifugiert und
der Uberstand i. Vak. zur Trockene eingedampft.
Der Riickstand wurde in 5ml 1-proz. wéBriger
Essigsdure aufgenommen, auf eine Saule
(2,7 %90 cm) von Sephadex G 10 aufgetragen und
mit 1-proz. Essigsdure in 10 ml-Fraktionen eluiert.
0,1 ml-Aliquots jeder Fraktion wurden auf Radio-
aktivitdt, 0,05 ml-Aliquots mit Phenol/H,SO, [10]
auf Zucker untersucht. Die Fraktionen 17—25 wa-
ren bei beiden Tests positiv. Sie wurden gepoolt
und i. Vak. zur Trockene eingedampft. Der Riick-
stand wurde in 5 ml Wasser gelost, auf eine Dowex
1 X 8-Formiat-Saule (200—400 mesh, 0,8 x 20 cm)
aufgegeben und mit 100 ml Wasser gewaschen. Es
wurde mit einem linearen Ameisensidure-Gradien-
ten (2—3 M, Gesamtvolumen 200 ml) eluiert und
in 10 ml-Fraktionen gesammelt. Die radioaktiven
Zuckerphosphate befanden sich in den Fraktionen
5-7. Diese wurden vereinigt, zur Trockene einge-
dampft, in 7ml 0,2 M Natriumacetat-Puffer, pH
5,0, aufgenommen und mit 14 mg saurer Phospha-
tase 48 h bei 37 °C inkubiert.

Das Enzym wurde durch Erhitzen (3 min,
100 °C) denaturiert und abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde iiber Dowex 50 H* und Dowex
1 X 8-acetat filtriert, i. Vak. eingedampft, in 2 ml
30-proz. wilrigem Methanol aufgenommen und
auf eine Dowex 50 W X 8-Siule (Ca®*-Form, 200—
400 mesh, 0,8 x 170 cm) gegeben [11, 12]. Die Zuk-
ker wurden mit 30-proz. Methanol bei 4 °C in
5 ml-Fraktionen eluiert. *H-D-Glucose war in den
Fraktionen 10— 19, *H-p-Fructose in den Fraktio-
nen 22—31 enthalten. Die weitere Reinigung er-
folgte durch absteigende Papierchromatographie
auf Whatman 3 MM-Papier (19 x 48 cm) mit Pro-
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panol-2/Ethylacetat/Toluol/H,O (50/25/10/12,5).
Die radioaktiven Zonen wurden mit dem Scanner
LB 2722 der Fa. Berthold (Wildbad) lokalisiert,
Glucose und Fructose anhand von mitgelaufenen
Vergleichssubstanzen identifiziert (Nachweis mit
3-proz. Anisidinhydrochlorid in »n-Butanol [8]).
Die Zonen der radioaktiven Glucose bzw. Fructo-
se wurden mit Wasser eluiert und tiber Aktivkoh-
le/Celite (1/1) filtriert [13]. Die Ausbeuten sind in
Tab. I gezeigt.

Der Abbau der Glucose erfolgte weitgehend
nach Verfahren, die in der Literatur beschrieben
sind [14, 15]. Fir eine detaillierte Beschreibung
sieche [16].

Abbau der H-D-Glucose zu L-Glycerin-3-phosphat
(C-Atome 3 bis 1 der Glucose) und D-Glycerinsdiu-
re-3-phosphat (C-Atome 4 bis 6 der Glucose) [14]

19 pmol  *H-p-Glucose (spez. Radioakt.
8080 dpm/pumol) wurden wie von Schmidt er al.
[14] beschrieben zu 15 pmol L-Glycerin-3-phos-
phat (79% d.Th.) und 10 umol D-Glycerinsdure-
3-phosphat (53% d.Th.) abgebaut und tber Do-
wex 1 X 8-acetat voneinander getrennt. Das Prin-
zip dieses Abbaus und des weiteren Abbaus von
D-Glycerinsdure-3-phosphat und L-Glycerin-3-
phosphat ist in Abb. 2 geschildert.

Umwandlung von D-Glycerinsdure-3-phosphat in
D-Glycerinsdure und deren Spaltung mit Perjodat

Dieser Abbau wurde wie in [15] beschrieben
durchgefiihrt. Aus 9 pmol bD-Glycerinsdure-3-
phosphat wurden durch Spaltung mit saurer Phos-
phatase 8 umol D-Glycerinsiure erhalten (89%
d.Th.). Fur die anschlieBende Spaltung der p-Gly-
cerinsdure mit Natriumperjodat wurden 7,5 umol
der radioaktiven Glycerinsdure mit 160 pmol Cal-
cium-D-Glycerat verdiinnt. 150 umol dieser D-Gly-
cerinsdure wurden mit NaJO, abgebaut [15] und
der aus dem C-3 der Glycerinsdure entstandene
Formaldehyd abdestilliert. Aus dem Destillat (ca.
9 ml) wurde der Formaldehyd als Dimedonderivat
wie in [17] beschrieben gefillt. Ausbeute 13,4 mg
(46 pmol, 31% d.Th.). Von dem in Ethanol gelo-
sten Produkt wurden Aliquots zur Radioaktivi-
tatsmessung verwendet.

Umwandlung von L-Glycerin-3-phosphat in D-Gly-
cerinsdure-3-phosphat und dessen weiterer Abbau

13 pmol L-Glycerin-3-phosphat wurden nach
[15] in D-Glycerinsdure-3-phosphat umgewandelt.
Ausbeute 7 pmol (53% d.Th.). 4,7 umol dieses
D-Glycerinsdure-3-phosphats wurden wie be-
schrieben [15] zu D-Glycerinsdure dephosphory-
liert und der Perjodatspaltung unterworfen. Der
abdestillierte Formaldehyd (ca. 4 ml) wurde auf
ein Volumen von 5 ml gebracht und seine Konzen-
tration kolorimetrisch bestimmt [18].

Die fiir eine Eichkurve benétigte genaue Kon-
zentration von kduflicher Formaldehyd-Losung
wurde mit der Natriumsulfit-Methode [17] ermit-
telt. Die Ausbeute an Formaldehyd aus dem Ab-
bau der Glycerinsdure betrug 0,7 pmol (15%
d.Th.). Die Radioaktivitdat wurde in 4 ml der obi-
gen Formaldehyd-Losung bestimmt.

Ergebnisse

Inkubation von [5'-*H ] Riboflavin mit einem Zell-
homogenat von Propionibacterium shermanii und
Isolierung der dabei gebildeten Monosaccharide

Ein Zellhomogenat von P. shermanii wurde mit
[5-*H]Riboflavin unter aeroben Bedingungen in-
kubiert. Hierbei bildete sich [5'-3H]Riboflavin-5'-
phosphat (FMN), das unter den Versuchsbedin-
gungen (siche Material und Methoden) zu etwa
40% 1n 5,6-Dimethylbenzimidazol umgewandelt
wurde. Die dabei aus der Ribitylseitenkette gebil-
deten radioaktiven Zuckerphosphate wurden mit
saurer Phosphatase dephosphoryliert. Das ent-
standene Gemisch von Monosacchariden konnte
an Dowex 50 WX 8 in der Ca’*-Form aufgetrennt
werden (Abb. 3). Die Radioaktivitit wurde in
Glucose und Fructose gefunden. Wie in der Litera-
tur beschrieben [19], wurde bei Glucose eine Auf-
trennung der a- und B-Form an Dowex 50-Ca’*
beobachtet. Die beiden [PH]-Monosaccharide wur-
den in den gleichen Fraktionen wie nichtradioakti-
ve Glucose bzw. Fructose von der Sdule eluiert
und somit identifiziert. Die Identitit dieser Zucker
wurde auBBerdem durch Papierelektrophorese und
Diinnschicht-Chromatographie sowie durch enzy-
matische Analyse ermittelt.

Tab. I gibt die Ausbeuten und die spezifische
Radioaktivitit der beiden Monosaccharide wie-
der. Die spezifische Radioaktivitiat der *H-D-Fruc-
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Abb. 3. Chromatographie an Dowex 50 WX8-Ca?*
200+ (0.8 x 170 cm) der bei der Umwandlung von [5'-*H]Ribo-
100 flavin in 5,6-Dimethylbenzimidazol durch P. shermanii-

Homogenate entstandenen [*H]Monosaccharide. Elu-
tion mit 30-proz. waBrigem Methanol bei 4 °C. 5 ml-
Fraktionen. Messung der Radioaktivitdt in 0,1 ml-Ali-
quots. 1. Peak: B-p-Glucose. 2. Peak: a-pD-Glucose. 3.
Fraktionsnummer Peak: Fructose.
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Tab. I. Menge und spezifische Radioaktivitat der nach Inkubation
eines P. shermanii-Homogenats mit [5-*H]Riboflavin erhaltenen

Monosaccharide.

Verbindung Spez. Radioaktivitit  Eingesetzte bzw. iso-
[dpm/pumol] lierte Menge [umol]

[5'-*H]Riboflavin 8200000 0.5

‘H-p-Fructose 634000 0,1

‘H-p-Glucose 8080 42,0
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Abbau der H-D-Glucose zur Ermittlung der Posi-
tion der 3H-Markierung

Dieser wurde wie von Schmidt ez al. [14] und
von Genovese et al. [15] beschrieben durchgefiihrt.
Das Prinzip dieses Abbaus ist in Abb. 2 erldutert.
Die Ergebnisse zeigt Tab. II. Daraus geht eindeu-
tig hervor, daf3 die aus der Ribitylseitenkette von
[5-*H]Riboflavin gebildete Glucose in 1- und 6-
Stellung 3H-markiert war. Bezogen auf die spezifi-
sche Radioaktivitit des Glycerinsdure-3-phos-
phats (Tab. II) waren an C-1 13,8% und an C-6
85,6% des gesamten H gebunden.

Diskussion

Die Markierung der *H-pD-Glucose in 1- und
6-Stellung beweist, dal3 bei der Umwandlung des
[5’*H]Riboflavins in 5,6-Dimethylbenzimidazol
aus der Ribitylseitenkette eine C;-Verbindung ent-
steht (Abb. 1). Bei dieser C,;-Verbindung konnte es
sich um 3-3H-p-Glycerinaldehyd-3-phosphat han-
deln. Dieses liefert im Zuge der Gluconeogenese

D-Glucose-6-phosphat mit der hier beobachteten
Verteilung der Radioaktivitdt. Ebenso ist die Bil-
dung von [3-*H]Dihydroxyaceton-3-phosphat aus
der Ribitylseitenkette denkbar. Sie wiirde zum
gleichen Ergebnis fihren. Allerdings fanden
Stjernholm und Wood [21, 22] bei Versuchen mit
intakten Zellen von P. shermanii, die sie unter
anaeroben Bedingungen durchfiihrten, einen Leer-
lauf-Zyklus (futile cycle). Hierbei wird Dihydro-
xyacetonphosphat dephosphoryliert und rephos-
phoryliert. Dies bewirkt, daB aus [3-'*C]Dihydro-
xyaceton-3-phosphat Glucose entsteht, die nicht
nur in C-1 und C-6, sondern auch in C-3 und C-4
markiert ist.

Die bei unseren Versuchen gefundene Vertei-
lung der Radioaktivitit in der Glucose zeigt, dal3
in aufgebrochenen Zellen unter aeroben Bedin-
gungen dieser Leerlauf-Zyklus nicht ablduft.

Eine Spaltung zwischen C-1" und C-2’ der Ribi-
tylseitenkette unter Bildung von 4-*H-D-Erythrose
(Abb. 1) kann ausgeschlossen werden, da aus die-
sem Spaltprodukt nur in 6-Stellung markierte
Hexosephosphate entstehen wiirden.

Tab. II. Ergebnisse des enzymatischen Abbaus der *H-p-Glucose
zur Lokalisierung der Tritium-Markierung. In Klammern ist je-
weils die prozentuale Ausbeute der entsprechenden Reaktion ange-

geben. P = Phosphat.

Verbindung Spezifische Menge
Radioaktivitit ~ pmol [%]
[dpm/pmol]
*H-p-Glucose
isoliert 8080 42 (100)
weiter abgebaut 8080 19 (45)
Obere Hilfte der *H-p-Glucose (C-1 bis C-3)
SH-L-Glycerin-3-P
isoliert 1500 15(79)
weiter abgebaut 1500 13 (68)
3H-p-Glycerinsdure-3-P
isoliert 1120 7(53)
weiter abgebaut 1120 5(38)
[PH]Formaldehyd 1340 0,7 (14)
Untere Hilfte der *H-D-Glucose (C-4 bis C-6)
’H-p-Glycerinsdure-3-P
isoliert 6920 10 (53)
weiter abgebaut 6920 9 (47)
SH-p-Glycerinsdure
isoliert 7230 8(89)
verdiinnt und weiter abgebaut 350 150 (100)
[PH]Methylen-bis-dimedon 330 46 (31)
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Allerdings muB eine Spaltung unter Bildung von
D-Erythrit-4-phosphat (L-Erythrit-1-phosphat) in
Betracht gezogen werden. Dies geht aus Untersu-
chungen mit Propionibacterium acidi-propionici
hervor. Dieser Organismus ist mit P. shermanii
nahe verwandt. Beide Organismen kdénnen Ery-
thrit verwerten.

Bei P. acidi-propionici wurde gefunden, dal3 Ery-
thrit iiber L-Erythrit-1-phosphat und L-Erythrulo-
se-1-phosphat verwertet wird [23, 24]. Letzteres
wird in Dihydroxyacetonphosphat und Formalde-
hyd gespalten. Das Dihydroxyacetonphosphat
konnte dann zum Aufbau von Glucose-6-phos-
phat verwertet werden.

Wir fanden jedoch bei Versuchen mit P. sherma-
nii-Homogenaten und mit [2'-'*C]Riboflavin, daB
bei dessen Umwandlung in 5,6-Dimethylbenzimi-
dazol sowohl radioaktives CO, als auch radioakti-
ve Kohlenhydrate entstehen (J. Schneider und
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P. Renz, unveréffentlicht). Vermutlich ist das CO,
ein Primdrprodukt, das in der Folge zum Teil in
Kohlenhydraten fixiert wird [25].

Versuche zur Anreicherung des Enzymsystems,
das die Umwandlung von Flavinmononukleotid in
5,6-Dimethylbenzimidazol katalysiert, sind zur
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