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Die Faszination, die von den B12-Coenzymen ausgeht, den
„sch�nsten“ Cofaktoren in der Natur,[1] spiegelt die Einma-
ligkeit und Komplexit't ihrer Struktur und Chemie wider.[2,3]

B12 wurde auch zu einem herausragenden Testsystem f-r
Hypothesen -ber die Evolution katalytischer Bausteine es-
senzieller Cofaktoren,[4] und sein Corrin-Ligand k�nnte
gem'ß Eschenmoser[5] eine Weiterentwicklung des hypothe-
tischen B12-Vorl'ufers „Protocobyrins'ure“ sein. Die Ein-
f-hrung von Methylgruppen und die charakteristische Nu-
cleotidschleife k�nnten durch (nichtenzymatische) Anpas-
sung und Selbstkonstitution zustande gekommen sein.[4–6] Wir
beschreiben hier Norvitamin B12 (1, Cob-Cyan-5’’,6’’-di-
methylbenzimidazolyl-176-norcobamid)[7] und sein metallor-
ganisches Derivat Methylnorcobalamin (2, Cob-Methyl-5’’,6’’-
dimethylbenzimidazolyl-176-norcobamid), zwei B12-Derivate,
denen die Methylgruppe des Cobamid-Liganden an C176
fehlt. Veranlasst wurden unsere Studien durch die Entde-
ckung von Norpseudovitamin B12 (3, Schema 1), der Cyan-
CoIII-Form des Cofaktors von Perchlorethylenreduktase von
Sulfurospirillum multivorans,[8] einem nat-rlichen „vollst'n-
digen“ B12-Cofaktor, dem die Methylgruppe an C176 fehlt.

Norvitamin B12 (1) wurde entsprechend bereits fr-her f-r
die partielle Synthese von Vitamin B12 (4) entwickelter Me-
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thoden[7,9, 10] hergestellt. Kondensation von Cobyrs'ure (7)
(erhalten durch Hydrolyse von 4)[7, 11] mit (2-Aminoethyl)-3’-
(a-ribazolyl)-diphosphat (8) und Kristallisation aus w'ssri-

gem Aceton ergab 1 in 73% Ausbeute
(Schema 2). Das chromatographische Verhalten
von 1 glich dem von 4, und die UV/Vis-Spektren
von 1 und 4 waren praktisch nicht unterscheidbar.
FAB-Massenspektren von 1 zeigten ein Pseudo-
Molek-lion bei m/z 1341, d.h. bei 14 Massen-
einheiten weniger als bei 4. Desgleichen wiesen
die chemischen Verschiebungen in den 1H-NMR-
und 13C-NMR-Spektren[12] darauf hin, dass C176
keine Methylgruppe tr'gt. Der Vergleich der f-r
4 verf-gbaren NMR-Daten[13,14] mit Spektren von
1 belegte nur die zu erwartenden lokalen Sub-
stituenteneffekte einer in 1 fehlenden Methyl-
gruppe auf die chemischen Verschiebungen
(siehe Experimentelles[15] und Hintergrundinfor-
mationen, Tabelle S1).

Kristalle von Norvitamin B12 (1) wurden aus
w'ssrigem Aceton erhalten, und die Struktur
wurde mit Synchrotronstrahlung mit einer Auf-
l�sung von 0.85 F bestimmt (Abbildung 1).[15]

Die erhaltene Struktur ist der von Vitamin B12

(4)[16] sehr 'hnlich. Unterschiede bestehen in einer etwas
l'ngeren Co-N-Bindung zwischen dem Cobaltzentrum und
der unteren axialen Base in 1 (2.047(5) F gegen-ber

Schema 1. Strukturformeln von kompletten „base-on“-Corrinoiden. Links: Norvit-
amin B12 (1, R=H), Vitamin B12 (4, R=CH3). Rechts: Norpseudovitamin B12 (3,
R=H), Pseudovitamin B12 (6, R=CH3).

Schema 2. Herstellung von Norvitamin B12 (1) und Methylnorcobalamin (2) ausgehend von Vitamin B12 (4) &ber Cobyrs#ure (7) (Details siehe
Hintergrundinformationen).[15]
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2.011(10) F in 4), einer geringf-gig gr�ßeren Basen-Verkip-
pung (Differenz der Winkel Co-N3N-C9N und Co-N3N-
C2N) von 11.6(0.6)8 in 1 (gegen-ber 9.7(1.1)8 in 4) und einer
geringf-gig verkleinerten Faltung des Corrin-Liganden von
18.0(0.3)8 in 4 auf 15.8(0.1)8 in 1. Diese Unterschiede sind
konsistent mit dem vergleichbaren mechanochemischen und
sterischen Einfluss der Nucleotidfunktion in 1 und 4.[17]

Kleinere strukturelle Unterschiede tauchen außerdem nur in
den Bereichen des Ethanolaminlinkers und der Phosphat-
und Ribosegruppen der Nucleotidschleife auf. Mit Ausnahme
der Orientierung der Amidgruppe der Seitenkette a waren
sogar die Konformationen der Amidseitenketten in 1 und 4
praktisch identisch.

Kristallines Methylnorcobalamin (2) wurde aus 4 durch
In-situ-Methylierung des elektrochemisch hergestellten Nor-
cob(i)-alamin (9)[18] mit Methyltoluolsulfonat in 80% Aus-
beute erhalten. Die UV/Vis-Spektren von 2 und dem homo-
logen Methylcobalamin (5) waren praktisch nicht unter-
scheidbar. FAB-Massenspektren von 2 wiesen ein Pseudo-
Molek-lion bei m/z 1330 auf, d.h. bei 14 Masseneinheiten
weniger als bei 5. Desgleichen war das Fehlen der Methyl-
gruppe an C176 durch Vergleiche der 1H-NMR- und 13C-
NMR-Spektren[12] von 2 und 5[13,19] klar ersichtlich (siehe
Experimentelles und Hintergrundinformationen, Tabelle S1).
Abgesehen von den erwarteten lokalen Substituenteneffek-
ten der Methylgruppe auf die chemischen Verschiebungen
waren wiederum keine signifikanten Unterschiede in den
NMR-Spektren zu beobachten.

Ein Einfluss der Methylgruppe auf die konformativen
Eigenschaften von Vitamin B12 (4) und Methylcobalamin (5)
konnte also weder aus den spektroskopischen Daten noch aus
der Kristallstruktur von 1 abgeleitet werden. Tats'chlich be-
setzt die Methylgruppe an C176 sowohl in 4 als auch in
Pseudovitamin B12 (6)[8] eine kaum beengte Stelle, die sich
antiperiplanar zu N174 und antiklinal zu P des Phosphatlin-
kers befindet (Stelle HproR(176) in 1) (Abbildung 2). Die
Methylgruppe an C176 -bt somit keinen spezifischen Einfluss
auf die Konformation der Nucleotidschleife bekannter B12-
Coenzyme in ihrer „base-on“-Form aus. Eine Destabilisie-
rung der alternativen, gestaffelten „base-off“-Konformatio-
nen ist jedoch zu erwarten (siehe unten sowie Abbildungen 2
und 3).

Die Methylgruppe an C176 wird durch Threoninphosphat
eingef-hrt,[20] w'hrend Serin als biosynthetischer Vorl'ufer

f-r den Ethanolaminlinker der Norcobamide in Betracht
gezogen wird.[8] Die Anwesenheit der Methylgruppe in Vit-
amin B12 (4) ist damit wohl weder eine Folge eines einge-
schr'nkten biosynthetischen Angebots (Threonin kontra
Serin) noch einer inh'renten spezifischen Anpassung der
„base-on“-Form der vollst'ndigen Cobamide. Gem'ß
Eschenmoser[4,6] ist jedoch zu erwarten, dass eine Methyl-
gruppe an C176 (und die R-Konfiguration) zu weniger insta-
bilen „pr'cyclischen“ (noch „base-off“-) Konformationen der
angeh'ngten Nucleotidkette f-hrt und damit die Bildungs-
tendenz der Cobalt-koordinierten „base-on“-Form erh�ht.
Dies w-rde einerseits die Selbstkonstitution der vollst'ndigen
B12-Struktur unterst-tzen.[6] Andererseits ist auch eine Be-
einflussung des „base-on“/„base-off“-Gleichgewichts voll-
st'ndiger Cobamide denkbar. Diese k�nnen als molekulare
Schalter verstanden werden, die ihre metallorganische Re-
doxchemie steuern.[21] Eine solche Eigenschaft w're unter
Umst'nden auch von großer Wichtigkeit f-r die Bindung und
Erkennung (der „base-on“- oder der „base-off“-Form) voll-
st'ndiger B12-Derivate durch biologische Makromolek-le wie
Proteine[2,3, 22,23] und Oligonucleotide.[21, 24]

Um den Einfluss der C176-Methylgruppe auf ein repr'-
sentatives B12-„base-on“/„base-off“-Gleichgewicht abzu-
sch'tzen, wurde die Bereitschaft zur s'ureinduzierten De-
koordinierung des Nucleotids von Methylnorcobalamin (2)
bestimmt und mit dem entsprechenden Vorgang beim Me-

Abbildung 1. Links: Struktur von Norvitamin B12 (1) im Kristall, Kugel-
Stab-Modell: C grau, N blau, O rot, P gr&n, Co rosa; rechts: Nberlage-
rung von Modellen der 3D-Strukturen von 1 (rot) und von
Vitamin B12 (4)

[16] (gelb, C176-Methyl in Gr&n).

Abbildung 2. Qualitative Analyse des Einflusses der Methylgruppe an
C176 mithilfe idealisierter Konformationen um die C175-C176-Bindung.
Oben: Cobalamine (z.B. Vitamin B12); unten: Norcobalamine (z.B.
Norvitamin B12). Ein Diederwinkel von ungef#hr �608 wird in „base-
on“-Cobalaminen beobachtet und ist f&r „pr#cyclische“ Formen not-
wendig (=„base-off“-Form, in der die Base zur Koordination am Co-
baltzentrum vororientiert ist);[6] andere gestaffelte Konformationen
(+608, 1808) sind „base-off“ und ermIglichen damit keine nichtge-
spannten „base-on“-Formen. Die Methylgruppe an C176 von Vitamin
B12 ist gauche und destabilisiert demnach die 608- und 1808-(„base-
off“)-Konformationen, aber nicht die �608-(„base-on“)-Konformation
(ribz=a-Ribazol=5’’,6’’-Dimethylbenzimidazolyl-a-Nucleosid).
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thylcobalamin (5)[25] verglichen. In der „base-on“-Form von 5
'ußert sich die starke intramolekulare Koordination der Di-
methylbenzimidazolbase durch einen niedrigen pKa-Wert von
H-5+ (am N3N protoniertes 5) von 2.90.[25] Mit UV/Vis-
Spektrophotometrie konnte f-r die protonierte „base-off“-
Form von 2 (H-2+) ein pKa(H-2+) von 3.24 bestimmt werden
(Abbildung 3). Mit pKa(H-2+) � pKa(H-5+) = 0.34 ist 2 un-
gef'hr zweimal basischer als 5 (mit Protonierung am Dime-
thylbenzimidazol-Stickstoff N3N). Die pKa-Werte lassen
darauf schließen, dass die Nucleotid-koordinierte „base-on“-
Form von 2 bei Raumtemperatur eine um den Faktor 2.1
geringere Bildungswahrscheinlichkeit hat als die von 5.

Wie zu erwarten war,[4] ist die Methylgruppe an C176 der
„vollst'ndigen“ Cobamide – z.B. Vitamin B12 (4) oder Me-
thylcobalamin (5) – von Bedeutung. Sie hilft in der Bildung
der „base-on“-Form, wie sich durch qualitative Konforma-
tionsanalyse einsehen l'sst (Abbildung 2). Dabei wird am
Corrin-gebundenen Cobaltzentrum ein konstitutioneller
Einfluss der C176-Methylgruppe beobachtet, der -ber be-
achtlich große Distanzen wirkt. Die Methylgruppe erleichtert
die elf Bindungen entfernt stattfindende Koordination des
Cobalts durch die Nucleotidbase. Bei den Norcobamiden,
denen diese Methylgruppe fehlt, wird dementsprechend eine
h�here Tendenz zur Bildung der „base-off“-Form und zur
Reduktion bei positiveren elektrochemischen Potentialen
vorausgesagt.[18,26] Dies ist relevant f-r dehalogenierende
anaerobe Mikroorganismen, von denen eines das Norcob-
amid Norpseudo-B12 als Cofaktor verwendet.[8]

Die Anwesenheit der Methylgruppe an C176 in den
Cobamiden ist eine Eigenschaft der vollst'ndigen „B12-
Dinucleotide“: Sie bewirkt eine stabilere „base-on“-Konsti-
tution und erleichtert die (reversible) schleifenf�rmige
R-ckbindung einer Nucleotidkomponente an die andere (ein
Cobaltcorrin). Die Neigung zur Bildung einer solchen
Schleife ist eine inh'rente Eigenschaft der B12-Struktur und
wird als essenziell f-r die Rolle betrachtet, die B12 m�gli-
cherweise in Urformen des Lebens spielte.[4] Dieses Struk-
turmerkmal (von B12) ist wohl in Cofaktoren einmalig, in den

B12-abh'ngigen Enzymen jedoch nur teilweise erhalten. Hier
werden beide konstitutionellen Typen von B12-Cofaktoren
gefunden, „base-on“ und „base-off“. In einigen Organismen
scheint die Anwesenheit der Methylgruppe an C176 der
„vollst'ndigen“ Cobamide nur eine nicht weiter funktionale
Konsequenz der genetisch programmierten B12-Biosynthese
zu sein. Die Methylgruppe an C176 scheint damit den „fos-
silen Ursprung“ der B12-Struktur[5] widerzuspiegeln und l'dt
zu weiteren Untersuchungen ein, wie sie in unseren Labors
durchgef-hrt werden.
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