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Abstract. The hydroporphinoid  nickel complex coenzyme F430 ist the prosthetic group
of methyl-coenzyme M reductase, the enzyme catalyzing the last step of biological
methane formation. Although the enzyme mechanism s still unknown, it has been
shown that the isolated cofactor can be reduced to the Nil-form at surprisingly positive
potentials. Recent in vivo EPR studies indicate that the Nil form of F430 is indeed
formed in whole cells and in highly active enzyme preparations. A comparative study
of the redox chemistry of partially synthetic derivatives of F430 helped to identify the
structural elements that allow coenzyme F430 to be reduced at the metal rather than at
the ligand and at a physiologically —accessible potential.
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1. Einleitung

Methan-Bakterien  sind strikt anaerobe
Mikroorganismen,  die als Endprodukt ih-
res Energiestoffwechsels ~ Methan produ-
zieren. Ais Substrat verwenden die mei-
sten Methan-Bakterien  entweder Actetat
oder CO, und H, einige Arten konnen
aber auch Methanol, Formiat, Kohlen-
monoxid oder Methylamine als Kohlen-
stoff-Quelle aufnehmen [1].

Die einzelnen Schritte der biologischen
Methan-Bildung  sind heute, hauptsach-
lich durch Arbeiten von Wolfe und Thau-
er, bekannt [2]. Die ersten Stufen sind je
nach verwendeter Kohlenstoff-Quelle  un-
terschiedlich, muUnden aber aile in ein ge-
meinsames  Zwischenprodukt,  den Thio-
ether Methyl-Coenzym M [3] (Schema 1).

Die Freisetzung des Methans erfolgt
im nachsten Schritt, einer ungewohnli-
chen, von der Methyl-Coenzym  M-Re-
duktase katalysierten  Reaktion, in der
Methyl-Coenzym  Munter Einbezug eines
weiteren thiolischen Coenzyms (HS-HTP,
s. Schema 2) in den Kohlenwasserstoff
Methan und das gemischte Disllifid wvon
Coenzym M und HS-HTP umgewandelt
wird [4].

Dieser Schritt ist nicht nur fUr aile
Methan-Bakterien ~ obligat, er liefert, zu-
sammen mit der anschliessenden  RUckre-
dllktion des Disulfids in die beiden Thiole,
auch den Hallptanteil der insgesamt in der
Methanogenese  frei werdenden Energie
[5].

Die Methyl-Coenzym M-Reduktase ist
ein 300 kD schweres, aus zwei identischen
Halften aufgebautes Enzym. Jede Unter-
einheit besteht aus drei verschiedenen Pro-
teinen und enthatt als prosthetische Grup-
pe ein fest, aber nicht kovalent gebunde-
nes Molekiil des hydroporphinoiden  Ni-
Komplexes Coenzym F430 (1) [6], sowie
ein MolekUl Coenzym M und eine nicht
genau bekannte Menge H$-HTP

Coenzym F430 (1) ist der bisher einzi-
ge in der Natur gefundene tetrapyrrolische
Ni-Komplex mit bekannter Funktion. Sei-
ne Struktur wurde im Rahmen einer Zu-
sammenarbeit  zwischen Tlzauer und Mit-
arbeitern  (Universittit Marburg) und Ar-
beitsgruppen an der ETH-ZUrich aufge-
klart [7]. 1m Vergleich mit den anderen
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tetrapyrrolischen Coenzymen wie Him,

Chlorophyll, Bacteriochlorophyll oder

Coenzym B, weist der makrocyklische

Ligand von F430 mehrere strukturelle

Besonderheiten auf:

1) Die peripheren Bindungen der Fiinf-
ringe sind alle gesittigt und der lineare
Chromophor erstreckt sich nur iiber
drei der vier N-Atome. Die meso-C-
Atome auf beiden Seiten des Rings A
sind sp3-Zentren, im Ring A selbst liegt
eine isolierte (C=N)-Bindung vor. Der
Ligand triigt damit formal nur eine ne-
gative Ladung, der Ni'l-Komplex ist
einfach positiv geladen.

2) AndieRinge Bund D sind zwei zusétz-
liche Ringe annelliert: der Lactam-Ring
zwischen C(6) und C(7) und der carbo-
cyclische Sechsring zwischen C(15)
und C(17), dessen (C=0)-Gruppe mit
dem Chromophor konjugiert. Die Aus-
bildung dieses Sechsrings, der formal
durch intramolekulare Acylierung der
meso-Stellung C(15) durch die Propi-
onsiure-Seitenkette an C(17) zustan-
dekommit, ist die letzte Stufe der Bio-
synthese von Coenzym F430 (1) [8].

2. Die Ni-Form von Coenzym F430

Der Mechanismus der katalytischen
Wirkungsweise von Coenzym F430 (1) in
der Methyl-Co M-Reduktase ist nach wie
vor unbekannt. Ein Angriff der stabilen
Nill-Form, in der das Coenzym nach sei-
ner Isolierung vorliegt, auf die ziemlich
reaktionstriige Methyl-thioether Funktion
von Methyl-Coenzym M [9] erscheint
unplausibel. Diese Annahme konnte in-
zwischen durch den Nachweis, dass die
Ni'l-Form von F430M (2) mit Thioethern
keine Komplexe eingeht, erhértet werden.

Unsere Arbeiten zur mechanistischen
Frage gingen deshalb von der Arbeitshy-

CHIMIA 48 (1994) Nr, 3 (Miir2)
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pothese aus, dass sich der Valenzzustand
des Ni-Zentrums im Verlauf der enzyma-
tischen Reaktion #dndert. Elektroanalyti-
sche Versuche ergaben, dass sich der Pen-
tamethylester F430M (2) bei ~0.86 V (vs.
SCE) reversibe!l um ein Elektron reduzie-
ren lasst. Das Reduktionsprodukt konnte
insitusowohl elektrolytisch als auch durch
chemische Reduktion mit Na/Hg rein her-
gestellt und durch UV/VIS- und ESR-

Spektroskopie charakterisiert werden [ 10]
(Fig. ).

Das ESR-Spektrum in gefrorener Lo-
sung zeigt eindeutig, dass die Spindichte
im Reduktionsprodukt vorwiegend auf
dem Metall-Zentrum und nicht im 7-Sy-
stem des Liganden liegt. Die reduzierte
Spezies wird deshalb am besten als Nil-
Form von F430M bezeichnet.

Kiirzlich ist es Holliger et al. [11]

CQOR

1 Coenzym F430 (R=H)

2 F430M (B = CHy, X = CIO, )

Porphin
T-Radikal

Chlorin
Tt-Radikal (?7)

Isobacteriochlorin
Ni(1)

Bacteriochlorin
Tt-Radikal
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Fig. 1. a) ESR-Spektrum von Ni'-F430M in gefrorener THF-Losung bei 77K. b) UV/VIS-Spektroskopische Verfolgung der Reduktion von F430M (2) zur
Ni'-Form (c = 4.5. 10~ m, THF, Reduktionsmittel: Na/Hg)
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Fig. 2. In vivo ESR-Spektren ganzer Zellen von
Methanobacterium thermoautotrophicum nach
Albracht et al. [12a]

gelungen, durch Reduktion des nativen
Coenzyms mit Ti'!-citrat bei hohem pH
das ESR-Spektrumder Nil-Form von F430
zu messen, welches gut mit demjenigen
von Nil-F430M iibereinstimmt.

Dass die Nil-Form des enzymgebun-
denen Coenzyms in der Zelle tatséichlich
gebildet wird, zeigen neue in vivo ESR-
spektroskopische Resultate der Arbeits-
gruppen von Albracht, Thauer und Krycki
[12]. Sie konnten in ganzen Zellen und
auch in hoch angereicherten, aktiven En-
zympriparaten zwei ESR-Signale beob-
achten, die sie mit MCR,4; und MCR 4>
bezeichneten (Fig. 2). MCR 4, ist vom
axialen Typ, nahezu identisch mit dem
Spektrum von Ni'-F430M und wurde des-
halb der quadratisch planaren Nil-Form
des enzymgebundenen Coenzyms zuge-
ordnet. Diese Zuordnung wird durch die

Beobachtung der fiir Ni-F430 typischen,
starken Bande bei 380 nm im UV/VIS-
Spektrum des hochaktiven Enzyms besté-
tigt. Das zweite ESR-Signal (MCR 4,) 15t
ausgeprigt rhombisch und wurde bisher
an keiner Form des isolierten Coenzyms
beobachtet. Da das Ni-Zentrum von F430
jedoch das einzige Metall im Enzym ist,
muss auch dieses Signal entweder von
einer zweiten Nil- oder von einer Ni!'l-
Form des Coenzyms stammen. Der Auf-
klarung der zu MCR .4, gehtrenden Struk-
tur kommt deshalb im Bezug auf die me-
chanistische Frage zentrale Bedeutung zu.

3. Vergleichende Untersuchungen zur
Redox-Chemie von F430-Derivaten

Die in vivo ESR-Ergebnisse belegen,
dass die Nil-Form von Coenzym F430 in
der Zelle gebildet wird, und deuten darauf
hin, dass dieser Valenzform die Rolle ei-
nes Zwischenprodukts in der enzymati-
schen Reaktion zukommt. Neben der ka-
talytischen Wirkungsweise wird dadurch
auch die eher strukturchemische Frage
interessant, weshalb Coenzym F430 (1)
bei vergleichsweise positivem Potential
zur Nil-Form reduziert werden kann.

Dass dies nicht trivial ist, zeigt ein
Blick auf die bekannte Redox-Chemie
hydroporphinoider Nickelkomplexe aus
der Octaalkyl-porphyrin Reihe.

Ni-Octaethyl-porphyrin wird bei ca. -
1.5 V vs. SCE zum Ni!'-Ligand-n-radikal
reduziert [13]. Die Reduktionsprodukte
von Ni-Chlorinaten sind sehr kurzlebig,
sodass bis heute keine ESR-spektroskopi-
sche Charakterisierung gelang; das Halb-
wellenpotential von Ni-Octaethyl-chlori-
nat liegt bei ca. —1.45 V. Ni-Bacteriochlo-

rinate [14] werden ebenfalls zu 7-Radika-
len reduziert. Die einzigen hydroporphi-
noiden Ni-Komplexe, fiir die bisher konsi-
stent eine Reduktion zur Nil-Form nach-
gewiesen wurde, sind die Ni-Isobacterio-
chlorinate [15]. Thr Reduktionspotential
liegt allerdings sehr tief, Ni-Octaethyl-
isobacteriochlorinatz.B., wirdbei—-1.54 V
reduziert.

Coenzym F430 ist wesentlich leichter
zu reduzieren als alle oben angefiihrten
Prizedenzfille. Sein vergleichweise posi-
tives, offensichtlich unter den physiologi-
schen Bedingungen der Bakterienzelle er-
reichbares Potential von ca. -0.86 V
muss, ebenso wie die metallzentrierte Na-
tur der Reduktion, eine Folge der spezifi-
schen Strukturmerkmale des makrocykli-
schen Liganden sein. Durch vergleichen-
de Untersuchungen zur Redoxchemie ei-
ner Reihe von partialsynthetischen Deri-
vaten von F430M gelang es uns, einen Teil
dieser Zusammenhiinge aufzuzeigen. Da-
bei kam uns zu Nutzen, dass im Rahmen
der Arbeiten zur Strukturaufkldrung von
F430, A. Fdissler [16] und A. Kobelt [17]
(Arbeitsgruppe A. Eschenimoser) mehrere
dieser Derivate dargestellt hatten und uns
diese nun, wenngleich teilweise in sub-
pMol Mengen, zur Verfiigung standen.

4. Metallzentrierte vs. ligandzentrierte
Reduktion

Im Rahmen der Molekiilorbital-Theo-
rie ldsst sich die Frage, ob die Reduktion
ligand- oder metallzentriert abliuft, auf
die relative Lage der tiefsten unbesetzten
Orbitale mit Metall- (d,>_,2), resp. Ligand-
m¥-Charkter zurlickfiihren (s. Fig. 3). Da
diese beiden Orbitale aus Griinden lokaler
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Symmetrie praktisch nicht gemischt wer-
den, fallt die Antwort auch experimentell
stets eindeutig aus. 1m ESR-Spektrum  des
Reduktionsprodukts  aller bishercharakte-
risierten hydroporphinoiden  Ni-Komple-
xe wurden entweder stark anisotrope, axia-

le ESR-Signale mit gil >g1->2.0 beobach-
tet, welche anzeigen, dass das ungepaarte
Elektron sich in einem Orbital von Typ

dy2-12 aufualt, oder praktisch isotrope, fUr
n-Radikale typische Spektren mit g ca.
2.0.

Metallzentrierte  Reduktion wird durch
Strukturelemente  beglinstigt, die entwe-
derdas aquatoriale Ligandenfeld abschwa-
chen und damit das dy2_y2 Orbital absen-
ken oder die Energie des tiefsten n*-Orbi-
tals anheben.

Dass Hille metallzentrierter
zentrierter Reduktion strukturell sehr nahe
beieinander liegen konnen, zeigt der Ver-
gleich der beiden Didehydro-Derivate  von
F430M (3, 4)

12,13-Didehydro-F430M
Pentamethylester

und ligand-

(3) st der
des bekannten  Auto-
oxidationsprodukts,  welches besonders in
polaren Losungsmitteln  und bei hohem
pH aus F430 an der Luft entsteht [18].

Das cyclische Voltammogramm  von 3
zeigt zwei Reduktionswellen.  Die erste,
vall reversible Reduktion liegt mit -0.45
V bei deutlich positiverem Potential als
diejenige von F430M (2). Die zweite Re-
duktionswelle ist quasi-reversibel — und ist
im Vergleich zur Reduktion von F430M
um 0.1 V kathodisch verschoben. Das
ESR-Spektrum  des Produkts der ersten
Reduktionsstufe  zeigt eine isotrope Linie
bei g = 2.01 und belegt damit Kklar, dass 3
zum Ligand-n-Radikal  reduziert wird (Fig.
4a). Reduktion um ein weiteres Elektron
fUhrt zu einer nicht ESR-aktiven Spezies,
der wir auf Grund ihres Reaktionsverhal-
tens mit Alkyl-Halogeniden  und der Kine-
tik des heterogenen  Elektronentransfers
die Struktur eines Singlett NiCLigand-n-
Radikals zuordnen.

Das zu 3 isomere 19,20-didehydro-
F430M (4) wurde durch Veresterung ei-
ner klirzlich aus Proben von nativem F430
isolierten Verunreinigung erhalten. Seine
Konstitution wurde durch eine vollstandi-
ge JH_ und J3C-NMR-spektroskopische
Analyse, FAB-MS wund UV/VIS aufge-
klart [19]. Obwohl die Entstehensweise
von 4 noch unklar ist, und es bisher nicht
gelang, 4 aus F430 gezielt herzustellen,
handelt es sich um eine ausgesprochen
interessante,  neuartige Verbindungklas-
se: 19,20-Didehydro-F430M (4) ist ein
Decahydroporphin,  welches das Ligand-
gertist eines Porphins und den linearen,
tiber vier Stickstoffe ausgedehnten Chro-
mophor eines Corrins aufweist.

= COOMe
# x

MeOOe

COOMe

3 12,13-didehydro-F430M

Wird zur Ni(J)-Form reduziert

Fig. 3. Schematische

Das cyclische Voltammogramm  von 4
zeigteine einzige, gegentiber F430M leicht
anodisch  verschobene  Reduktionswelle.
Das anisotrope ESR-Spektrum  des Re-
duktionsprodukts  belegt, dass dieses Di-
dehydro-Derivat  von F430M, im Gegen-
satz zu 3, metallzentriert zur Nil-Form
reduziert wird (Fig. 4b).

Weshalb  wird  12,13-Didehydro-
F430M (3) als bisher einziges der unter-
suchten F430-Derivate zum n-Radikal re-
duziert? Die Ausbildung einer pyrroli-
schen Konjugation im Ring C kann nicht
der alleinige Grund sein, da auch die zur
Nil-Form reduzierbaren Isobacteriochlo-
rine pyrrolische Konjugation aufweisen.

Wirvermuten, dass die vinylog-chino-
ide Teilstruktur A die n-Akzeptor-Eigen-
schaften des Chromophors so stark er-
hoht, dass das tiefstliegende  n*-Orbital
nicht nur unter das d,2y> Orbital abge-
senkt wird, sondern ein gegentiber F430M
um ca. 0.4 V anodisch verschobenes Po-
tential resultiert.

Darstellung der Grenzorbitale
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COOMe

4 19,20-didehydro-F430M

Wird zum Ugand-lt-Aadikal reduziert

5. Strukturelemente, welche die

Reduktion erleichtern

Wird ein hydroporphinoider  Ni-Kom-
plex zur Nil-Form reduziert, bestimmt die
Starke des aquatorialen  Ligandenfelds
(Energie des dy2-r2 Orbitals) in der NiH-
undin derNil.Forin  das Reduktionspoten-
tial [20]. Strukturelemente, die durch Er-
hohung der (Ni-N)-Distanzen  oder durch
Absenkung der Ladungsdichte auf den N-
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Fig. 4. ESR-Spektren des Einelektronen-Reduktionsprodukts von a) 12,13-Didehydro-F430M (3); b) 19,20-Didehydro-F430M (4) (Reduktion mit Na/

Hg in THF, gefrorene Losung bei 77 K)

Ligand-Atomen das Ligandenfeld schwi-
chen, erleichtern die Reduktion.

Die Analyse wird allerdings dadurch
kompliziert, dass die vierfach koordinier-
te, low-spin Ni'l-Form von F430M in Ge-
genwart von zusitzlichen Liganden wie
Chlorid oder Imidazol in fiinf und sechs-
fach koordinierte ‘high-spin’-Komplexe
tibergeht. Diese Eigenschaft der vierfach
koordinierten Form von F430M wurde als
Folge eines fiir ‘low-spin’-Nill zu grossen
Koordinationsraums interpretiert. Eschen-
moser und Kratky konnten durch Ront-
gen-Strukturanalyse einer Reihe von hy-
droporphinoiden ‘low-spin’-Nill-Komple-
xen zeigen, dass diese eine sattelformige
Deformation des makrocyklischen Ligan-
den aufweisen [21], welche zwar zu kiir-
zeren mittleren (Ni-N)-Distanzen, aber
auch zu Torsionsspannung im Makro-
cyklus fiihrt. Der Abbau dieser Torsions-
spannung beim Ubergang in die ‘high-
spin’-Form wire demnach die treibende
Kraft fiir die Anlagerung von axialen Li-
ganden.

Im Gegensatz zurNi*-Valenzformblei-
ben die ESR- und UV/VIS-Spektren von
Ni'-F430M in Gegenwart von potentiel-
len Liganden unverindert, was darauf hin-
deutet, dass das Ni-Zentrum die axiale
Elektrophilie durch die Reduktion ver-
liert.

EXAFS- und Ronrgen-Strukturanaly-
sen von Modellkomplexen zeigen, dass
die (Ni—N)-Distanzen fiir das Nil-Ion und
das ‘high-spin’-Ni'l-Ion etwa gleich gross
sind und etwa 0.2 A grosser als fiir ‘low-
spin’-Ni!! {22]. Wihrend die Reduktion
der vierfach koordinierten Form mit einer
geometrischen Anpassung des Makrorings
an das grossere Nil-lon einhergehen muss,
ist diese bei der Reduktion des fiinf- oder
sechsfach koordinierten Komplexes durch

den Ubergang in die ‘high-spin’-Form be-
reits vorweggenommen. Fiinf- und sechs-
fach koordinierte Komplexe miissten des-
halb schwieriger zu reduzieren sein als die
vierfach koordinierte Form. Die experi-
mentellen Werte von AE,,,= 0.16 V fiir
Imidazol und von AE | ,=0.2 V fiir Chlorid
zeigen, dass der Effekt zwar signifikant,
im Vergleich zu den unten zu diskutieren-
den anderen Beitrigen aber nicht domi-
nant ist.

Die Zahl und Art allfilliger axialer
Liganden im Enzym ist noch unbekannt.
EXAFS, MCD- und Raman-Messungen
an weitgehend inaktivem Enzym ergaben
zwar ibereinstimmend, dass Coenzym
F430 in der ‘high-spin’-Nij!-Form vor-
liegt. Da die neuesten Ergebnisse von
Thauer und Mitarbeitern [12b] aber dar-
auf hindeuten, dass das Ni-Zentrum in der
aktiven Form des Enzyms in der Nil-Form
vorliegt, und bis heute kein Weg gefunden
wurde, durch Sauerstoff-Kontakt zu Ni!!
oxidiertes Enzym reduktiv zu reaktivie-
ren, stehen schliissige Resultate iiber die
Koordinationshiille im aktiven Enzym
noch aus. Aus denselben Griinden ist es
bis jetzt nicht gelungen, das Reduktions-
potential von Coenzym F430 im Enzym
zu bestimmen.

Beziiglich der oben diskutierten wich-
tigen Fahigkeit, sich dem grossen Nil-lon
spannungsfrei anpassen zu kdnnen, diirf-
ten sich die Ni-Isobacteriochlorinate nicht
wesentlich von F430 unterscheiden. Da-
fiir spricht auch der Befund, dass sich
19,20-Didehydro-F430M (4), dessen Ma-
krocyklus beziiglich Grosse und Flexibili-
tit zwischen den Isobacteriochlorinaten
und F430 liegt, sogar etwas leichter zu
reduzieren ist als F430M. Welche Struk-
turelemente hauptséchlich dazu beitragen,
dass das Potential von F430M (2) um ca.

0.65 V hoher liegt als dasjenige von Ni-
Octaethyl-isobacteriochlorinat, wird aus
dem Vergleich mit den aus F430 partial-
synthetisch hergestellten Verbindungen 5—
7 deutlich.

Das Isobacteriochlorinat § hat mit —
1.59 V vs. SCE ein sehr dhnliches Reduk-
tionspotential wie das von Stolzenberg et
al.untersuchte Ni'l-Octaethyl-isobacterio-
chlorinat (-1.54 V). Der Ubergang vom
doppeltnegativ geladenen Isobacteriochlo-
rinat-Liganden zum einfach geladenen
Liganden des Tetrahydrocorphinats (vgl.
5 und 7) verschiebt das Reduktionspoten-
tial um 0.2-0.3 V in anodischer Richtung.
Den grossten Anteil an der leichten Re-
duzierbarkeit von F430M (2) aber hat
die (C=0)-Gruppe an C(15), die sowohl
auf der Stufe der Isobacteriochlorinate
(>0.4 V zwischen 6 und 5), wie auf
der Stufe des Tetrahydrocorphinats
(>0.3 V zwischen 2 und 7) mehr als die
Hiilfte des Potentialunterschieds zwischen
Isobacteriochlorinat S und F430M (2) aus-
macht. Die Bildung des Sechsrings zwi-
schen Ring D und C(15) ist deshalb eine
notwendige Voraussetzung dafiir, dass
F430 bei physiologisch erreichbarem Po-
tential reduziert werden kann. Zweifellos
wird durch die konjugierte (C=0)-Gruppe
an C(15) auch das tiefstliegende 7*-Orbi-
tal von F430im Vergleich zu 7 abgesenkt.
ImGegensatz zu 12,13-Didehydro-F430M
(3) fiihrt dies aber nicht zu einem Wechsel
von der metallzentrierten zur ligandzen-
trierten Reduktion.

6. Zusammenfassung
Die Ergebnisse der vergleichenden

Untersuchungen zur Redox-Chemie von
F430 und seinen Derivaten deuten darauf
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hin, dass die Natur bei der Selektion des
Strukturtyps von Coenzym F430eine Grat-
wanderung durchfiihren musste. Die spe-
zifischen Strukturelemente von F430, de-
ren Einfluss wir bisher untersucht haben,
tragen nicht nur dazu bei, sondern schei-
nen notwendig zu sein, um die fiir die
katalytische Funktion im Enzym unerlis-
sliche metallzentrierte Reduktion bei ak-
zessiblem Potential zu erm&glichen.

Eine Ausnahme bildet die Unterbre-
chung des Chromophors zwischen C(19)
und C(20). Die Ergebnisse fiir 19,20-Di-
dehydro-F430M (4) zeigen, dass diese we-
der die Regioselektivitdt der Reduktion
noch das Redoxpotential wesentlich be-
einflusst. Erst ein vollstindigeres Bild des
enzymatischen Mechanismus wird es er-
moglichen zu beurteilen, ob auch dieses
Strukturmerkmal eine spezifische Bedeu-
tung hat.
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