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Summary	  	  

Methyl-coenzyme M reductase (MCR) is the enzyme catalyzing the last 
step of methane formation in all methanogenic archaea.  
The initial substrates of these organisms (usually CO2 or acetate) are 
reduced with hydrogen as the electron donor in a cascade of steps 
catalyzed by different metalloenzymes to eventually give an S-methyl 
group bound to coenzyme M:  
 

 
Methyl-‐coenzyme	  M	  	  

 
The nickel enzyme MCR catalyzes the reduction of the sulfur-bound 
methyl group of methyl-coenzyme M with the thiol coenzyme B to 
methane and the corresponding disulfide according to the following 
scheme:  
 

 
 
Coenzyme F430, with its central nickel ion in the +1 oxidation state 
(shown above, right side), is the prosthetic group of the enzyme.  
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We investigated the reverse reaction (red arrow) under equilibrium 
conditions with substrates and products present. With 13CH4 in the gas 
phase, activation of methane could be detected by the amount of 13C-
labeled methyl-coenzyme M formed. A methane activation rate of 11.4 
nmol per min per mg enzyme was measured with 1 bar 13CH4 at 60 °C. 
At lower temperatures, the rate of methane activation was lower, but 
could be measured accurately even at 4 °C. Experiments varying the 
methane pressure from 0.05 bar to 16 bar demonstrated a linear 
correlation between the reaction rate and the pressure up to about 8 bar 
methane.  
The measured rate of methane activation by MCR is similar to the rate 
of methane activation carried out by consortia of sulfate reducing 
bacteria living together with close homologues of methanogens[1]. 
According to the “hypothesis of reverse methanogenesis”[2, 3], these 
ANME archaea carry out anaerobic oxidation of methane with enzymes 
very similar to those used by the methanogens but in the reverse 
direction. The rate of methane activation catalyzed by MCR measured 
in this work is sufficiently high to fully support the hypothesis of 
reverse methanogenesis.  
Isotope effects of methane activation were investigated with CH2D2 and 
with a mixture of CH4 and CD4. A primary isotope effect of 2.44 ± 0.22 
and a secondary isotope effect of 1.17 ± 0.05 per D was deduced from 
combining both sets of experiments.  
Studying the reaction to methane and to ethane in deuterated medium 
revealed the occurrence of intermediates. Measuring the rate of 
deuterium incorporation into the substrate methyl-coenzyme M in 
deuterated medium, combined with methane activation studies in 
deuterated medium, allowed discrimination between the potential 
reaction pathways shown below (red arrows).  
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Only the additional pathway indicated by the solid, red arrow 
contributed to the observed isotope exchange. The intermediate is 
partitioned in a ratio of 20:1 between methane formation and substrate 
“re-formation.” At lower temperatures, more deuterium is introduced 
into the remaining substrate relative to the amount of methane formed.  
 
With the non-natural substrate ethyl-coenzyme M, the ratio of ethane 
formation versus substrate re-formation from the intermediate was 
determined to be about 1:100. In this case, formation of ethane from the 
intermediate is rate limiting, which allowed multiple turnovers of 
substrate “re-formation” to be observed before a substantial amount of 
ethane was produced.  
We found that deuterium from the medium was introduced at both 
carbon atoms of the S-ethyl group of ethyl coenzyme M. With a 13C 
label in the ethyl group (highlighted in red), the following isotope 
exchange pattern was observed:  
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It appears that all C-H and C-D bonds of the prospective alkane are 
already set up in the intermediate (in quotation marks), through a 
formal replacement of sulfur by deuterium.  
Using 13C-NMR spectroscopy (inverse gated, with simultaneous 
broadband proton and deuterium decoupling), all isotopologues that 
were formed to a molar fraction of more than 0.1%, including the two 
isotopologues with a fully deuterated ethyl group, could be quantified.  
Through a comprehensive kinetic simulation (up to and including the 
rate limiting step) of the observed time course of all possible 
isotopologues of 13C-labeled ethyl-coenzyme M, the primary and the 
two secondary isotope effects (α and β) could be deduced for 
intermediate formation as well as for the C-H bond activation of the 
intermediate:  
 

Isotope	  effect	  (IE)	   Intermediate	  formation	  

C-‐H	  /	  C-‐D	  activation	  	  

from	  intermediate	  

primary	  IE	   1.1	  ±	  0.1	   2.5	  ±	  0.1	  

α	  secondary	  IE	  (per	  D) 1.25	  ±	  0.10	   1.25	  ±	  0.10	  

β	  secondary	  IE	  (per	  D) 1.00	  ±	  0.05	   1.00	  ±	  0.05	  

 
 
The isotope effects measured for methane formation arise mainly from 
intermediate formation, because for the native substrate methyl-
coenzyme M, formation of the intermediate is rate limiting. A 
secondary isotope effect of 1.191 ± 0.005 per D was measured. The 
primary solvent isotope effect (H2O/D2O) was estimated to be about 1.1 
to 1.2. For methane formation, a large 12C/13C kinetic isotope effect of 
k12/k13 = 1.050 ± 0.005, consistent with C-S bond breaking in the rate 
determining step, could be determined by analyzing the remaining 
substrate at high conversion.  
The experimentally determined pattern of isotope exchange, the isotope 
effects, and the partitioning of the newly discovered intermediate are 
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discussed in the context of earlier results on the stereochemical course 
and mechanistic proposals reported in the literature. A new 
mechanism, judged to be consistent with all experimental data, is 
presented that proceeds through Ni(III)-hydride, hydrido-alkyl-Ni(III) 
species and σ-alkane-Ni(I) complexes.  
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Zusammenfassung	  	  

Methyl-Coenzym M Reduktase (MCR) katalysiert den letzten Schritt 
der Methanbildung in allen methanogenen Archäen. In deren 
Stoffwechsel werden kleine organische Moleküle (überwiegend CO2 
oder Acetat) durch Wasserstoff schrittweise zu Methan als Endprodukt 
reduziert. Nach Umwandlungen durch diverse Metallenzyme entsteht 
als letzte Zwischenstufe Methyl-Coenzym M:  
 

 
Methyl-‐Coenzym	  M	  	  

 
Das Nickelenzym MCR katalysiert nun die Reduktion von Methyl-
Coenzym M mit dem Thiol Coenzym B zu den Produkten Methan und 
dem gemischten Disulfid der beiden Substrate gemäss folgendem 
Schema:  
 

 
 
 
 

!
!

!"#

"

"
#"

!"#$
$

$ %
&

"'"#
(!

"

)&#

)"(
!

!"#$
$

!"#

$ "$ %
&

"'"#
(!

"

)&#

)"(
!

$

*+,-./0)1+23.45*

)1+23.456

&+,+7189:;/<98

%&'()*+!,&-.)/0%01&234'56&

!"755!"#$%5!"#!"#

!"#$
$

!"8!"#

=,-./0)1+23.45*

!"#$

)1+23.45>?#@

N N

NN
Ni

HN

H2NOC

H

H
H3C

COOH
O

CH3

COOH

COOH

COOH

HOOC

O

H



 24 

Tief in der aktiven Tasche des Enzyms ist Coenzym F430 (obige 
Abbildung, rechte Seite) verankert, dessen Nickel Zentralion im aktiven 
Enzymzustand in der Oxidationsstufe 1 vorliegt.  
 
In der vorliegenden Arbeit wurde die endergone Rückreaktion (roter 
Pfeil) unter Gleichgewichtsbedingungen untersucht. Der Einsatz von 
13CH4 in der Gasphase ermöglichte es, das neu gebildete Methyl-
Coenzym M als 13CH3-S-Coenyzm M nachzuweisen.  
Bei 60 °C und einem Methandruck von 1 bar wurde eine 
Methanaktivierungsrate von 11.4 nmol pro min pro mg reinem Enzym 
gemessen. Bei tieferen Temperaturen sank die Enzymaktivität; die 
Geschwindigkeit der Methanaktivierung konnte aber auch bei 4 °C 
noch genau bestimmt werden. Experimente bei unterschiedlichem 
Methandruck zeigten eine lineare Abhängigkeit der 
Reaktionsgeschwindigkeit vom Druck zwischen 0.05 und 8 bar.  
Der gemessene Wert der Methanaktivierungsgeschwindigkeit durch 
das reine Enzym ist vergleichbar mit jenem Wert, der in vivo für die 
anaerobe Methanoxidation mit Sulfat bestimmt wurde[1]. Dieser Prozess 
findet in Konsortien von sulfatreduzierenden Bakterien und ANME-
Arachäen, die verwandt sind mit methanogenen Archäen, statt. Gemäss 
der „Hypothese der umgekehrten Methanogenese“[2, 3] übernehmen die 
ANME-Archäen die anaerobe Oxidation von Methan mit Hilfe sehr 
ähnlicher Enzyme wie sie in der Methanogenese verwendet werden, 
aber in umgekehrter Richtung. Die Übereinstimmung der 
Methanaktivierungsrate durch die reine MCR mit derjenigen in vivo 
bestätigt den ersten Schritt der Hypothese der umgekehrten 
Methanogense.  
Der Nachweis der in vitro Methanaktivierung durch MCR erlaubte es 
nun Isotopeneffekte der Methanaktivierung zu untersuchen. Die 
Isotopeneffekte wurden mit CH2D2 als Substrat und mit einem Gemisch 
von CH4 und CD4 gemessen.  
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Die Kombination beider Serien von Experimenten ermöglichte es den 
primären und sekundären Isotopeneffekt zu bestimmen. Der primäre 
Isotopeneffekt entspricht 2.44 ± 0.22, der sekundäre Isotopeneffekt 1.17 
± 0.05 pro D.  
 
Aus Experimenten der Methanbildung in deuteriertem Medium konnte 
auf Zwischenprodukte innerhalb des katalytischen Zyklus  geschlossen 
werden. Deuterium wird in das Substrat Methyl-Coenzym M 
bedeutend schneller eingebaut als Methan zu Methyl-Coenzym M 
umgewandelt wird (gesamte Rückreaktion). In Kombination mit 
Experimenten zur Methanaktivierung in deuteriertem Medium konnte 
darauf geschlossen werden, dass nur ein zusätzlicher Reaktionsweg 
vom Zwischenprodukt zum Substrat existiert, dargestellt als 
durchgezogener, roter Pfeil in der untenstehenden Skizze.  
 

 
 
Das Verhältnis von Vorwärtsreaktion zu Rückreaktion (Methanbildung 
zu Substratbildung) ausgehend vom Zwischenprodukt beträgt 20:1. Bei 
Temperaturen unter 60 °C wird verhältnismässig mehr Substrat 
wiederhergestellt als Methan gebildet.  
Untersuchungen mit dem nicht natürlichen Substrat Ethyl-Coenzym M 
zeigten, dass der Deuteriumeinbau ins Substrat ungefähr gleich schnell 
vor sich geht wie mit Methyl-Coenzym M, obwohl die Geschwindigkeit 
der Ethanbildung viel langsamer ist als bei der Methanbildung. Ein 
Verhältnis Vorwärtsreaktion zu Rückreaktion von 1:100 wurde 
bestimmt und erlaubte es, mehrere Zyklen von Deuteriumeinbau zu 
studieren, bevor ein nennenswerter Umsatz zu Ethan stattgefunden 
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hatte. Der Deuteriumeinbau fand überraschenderweise an beiden 
Kohlenstoffatomen innerhalb der S-Ethylgruppe statt. Durch 13C-
markiertes Ethyl-Coenzym M konnten die Reaktionswege des 
Isotopenaustausches eindeutig verfolgt werden, wie  in der 
untenstehenden Skizze dargestellt (13C-Markierung rot).  
 

 

 
 
Im Zwischenprodukt (in “Anführungszeichen“) ist die isotopologische 
Zusammensetzung des entstehenden Ethans offensichtlich bereits 
definiert. Anscheinend werden alle C-H und C-D Bindungen bereits 
ausgebildet und der Thioether Schwefel ist formal durch Deuterium 
ersetzt.  
 
Mittels 13C-NMR-Spektroskopie („inverse-gated“, bei gleichzeitiger 
Protonen- und Deuteriumbreitbandentkopplung) konnten alle 
Isotopologe, deren Anteil 0.1% überstieg, quantifiziert werden. Um die 
involvierten Isotopeneffekte zu bestimmen, wurde das kinetische 
System bis und mit dem geschwindigkeitsbestimmenden Schritt 
simuliert. Sowohl die verschiedenen Isotopeneffekte auf die 
Zwischenproduktbildung als auch auf die C-H/C-D-Bindungsspaltung 
im Zwischenprodukt wurden variiert bis eine gute Übereinstimmung 
mit der gemessenen Zeitabhängigkeit der verschiedenen Isotopologen 
erreicht wurde:  
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Isotopeneffekt	  (IE)	  

Ausbildung	  des	  	  

Zwischenproduktes	  

C-‐H	  /	  C-‐D	  Aktivierung	  	  

vom	  Zwischenprodukt	  	  

Primärer	  IE	   1.1	  ±	  0.1	   2.5	  ±	  0.1	  

Sekundärer	  α	  IE	  (pro	  D) 1.25	  ±	  0.10	   1.25	  ±	  0.10	  

Sekundärer	  β	  IE	  (pro	  D) 1.00	  ±	  0.05	   1.00	  ±	  0.05	  

 
 
Für das natürliche Substrat Methyl-Coenzym M ist die Bildung des 
Zwischenproduktes geschwindigkeitsbestimmend. Die Isotopeneffekte 
der Methanbildung entsprechen deshalb denjenigen der Ausbildung 
des Zwischenproduktes. In einem Konkurrenzexperiment wurde ein 
sekundärer Isotopeneffekt von 1.191 ± 0.005 pro D auf die 
Methanbildung gemessen. Der Lösungsmittelisotopeneffekt (H2O/D2O) 
betrug ungefähr 1.1 bis 1.2. Der kinetische 12C/13C Isotopeneffekt auf 
die Methanbildung wurde mittels Analyse des verbliebenen Substrates 
bei hohem Umsatz gemessen und betrug 1.050 ± 0.005. Dieser 
ausgeprägte Isotopeneffekt bestätigt dass die C-S Bindung im 
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt gespalten wird.  
 
Die Bedeutung der Entdeckung eines Zwischenproduktes, des Musters 
des Isotopenaustausches und der gemessenen Isotopeneffekte wird im 
Lichte früherer mechanistischer Vorschläge sowie in Bezug auf den 
früher berichteten sterochemischen Verlauf der Reaktion diskutiert.  
Um alle gemessenen Isotopeneffekte und das gefundene 
Isotopenaustauschmuster zu erklären, wird ein neuer Mechanismus 
diskutiert, der über ein Ni(III)-hydrid, eine hydrido-alkyl-Ni(III) 
Spezies und über einen σ-koordinierten Alkan-Ni(I) Komplex verläuft.  
 


