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ZUR STRUKTUR DRR COBAMID-COENZIMK 1 
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Die Struktur des von Barker et al. 
2 
isolierten Cobalamin- 

Coenzyms konnte durch Riintgenstrukturanalyse ermittelt3 und 
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kiirzlich lurch Partialsynthese 435 bestgtigt werden. Keine 

dieser Methoden gestattet aber eine eindeutige Aussage da- 

riiber, ob der Corrinring in den Coenzym-Formen ebenso wie 

in den sonstigen Vitamin B12 -Derivaten 6 konjugierte Doppel- 

bindungen enthglt. Lenhert und Hodgkin3 wiesen bereits da- 

rauf hin, dass lurch die Riintgenstrukturanalyse die Binaungs- 

verhgltnisse und die Anzahl der H-Atome im Corringeriist des 

Cobalamin-Coenzyms noch nicht exakt ermittelt werden konnten. 

Die Partialsynthese aer Coenzym-Formen hat eine Reduktion 

des Co-Atoms zur Voraussetzung, wobei aber ungeklgrt ist, 

ob dabei nicht such aas Corringeriist erfasst wira. Ferner 

sind die Unterschiede in den Absorptionsspektren der Coenzym- 

Formen gegeniiber denen der iiblichen Vitamin B12-Derivate so 

erheblich, dass es fraglich erscheint, ob sie nur durch die 

Liganden der Coenzym-Formen bedingt sein k6Men. 

1 XV. Mitteilung iiber Synthesen auf dem Vitamin B12-Gebiet. 

XIV. Mitteilung siehe O.Miiller und G.Miiller, 

Biochem.Z., im Druck 
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Wir suchen daher in der vorliegenden Mitteilung einen 

Bei-trag zur Kl5rung der Frage zu liefern, ob das Corringe- 

riist in den Coenzym-Formen mit dem in den iiblichen Vitamin 

B12-Derivaten identisch ist. Eine Klarung dieser Frage ver- 

sprachen wi:: uns einerseits von Untersuchungen iiber das 

Verhalten der Coenzym-Formen gegen Agentien, die fur das 

Doppelbindungssystem der Corrinoide charakteristische Reak- 

tionen verursachen, und andererseits von der Durchfiihrung 

der Partialsynthese der Coenzym-Formen in tritiumhaltigem 

Medium. 

Die C8-Position ist im Cobalamin gegeniiber Oxydations- 

mitteln durch die in Allylstellung befindliche CN-Doppel- 

bindung besonders aktiviert6. So erhalt man aus Cyano-cobal- 
\ 

amin in 0,l n NaOH innerhalb 10 Minuten bei 100° unter 

Durchleiten von Luft in guter Ausbeute Cyano-dehydrocobal- 

amin (I), neben etwas desamidierten Produkten. Bei der 

Oxydation vun Cobalamin-Coenzym in alkalischem Medium mit 

Luft unter analogen Bedingungen wurde ein Teil des Cobalamin- 

Coenzyms zu Hydroxo-cobalamin gespalten (ca.40‘$), das unter 

den Reaktionsbedingungen zu Dehydrocobalamin oxydiert wurde. 

Das aus der Reaktion isolierte Coenzym (ca.603) war aber 

vijllig inta:& und enthielt kein Dehydrocobalamin-Coenzym, 
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wie durch vergleichende Chromatographie mit authentischem 

Cobalamin-Coenzym una nach der KCN-Spaltung im Licht mit 

Cyano-cobalamin nachgewiesen wurde. Dehydrocobalamin-Coenzym 

konnte aus Hydroxo-dehydrocobalamin mit wachsenden Kulturen 

von P.shermanii in 15%iger Ausbeute erhalten werden. Es ge- 

lang such auf diesem Weg Chlordehydrocobalamin-Coenzym aus 

Hydroxo-chlordehydrocobalamin in 2C%iger Ausbeute zu gewin- 

nen. Dagegen versagte die Herstellung dieser Produkte mit 

Hilfe von Aceton-Trockenpraparaten von P.shermanii unter den 

iiblichen Versuchsbedingungen 7 . Auch die Dehydrierung von Co- 

Methyl-cobalamin war unter den Bedingungen, unter denen Cyano- 

cobalamin quantitativ dehydriert wird, nicht mijglich. Die aus 

dem Reaktionsansatz isolierte Substanz (95 %) war mit dem Aus- 

gangsprodukt identisch; nach der Lichtspaltung und Chromato- 

graphie in cyanidhaltigen Entwicklern8 konnte kein Cyano-de- 

hydrocobalamin nachgewiesen warden. Ausserdem unterschied sich 

das zuriickgewonnene Produkt eindeutig von Co-Methyl-dehydro- 

cobalamin, das durch Reduktion von Hydroxo-dehydrocobalamin 

mit Zn/Essigsaure und anschliessende Umsetzung mit Dimethyl- 

sulfat hergestellt worden war. 

Ein weiteres Beispiel fiir die Aktivierung der C8-Position 

gegeniiber C~dationsmitteln ist die Bildung des Cobalamin- 

R.Bonnett, J.R.Cannon, V.M.Clark, A.W.Johnson, L.F.J.Parker, 

E.L.Smith and A.R.Todd, J.Chem.Soc., lJ_& 1158 

J.Pawelkiewicz, B.Bartosinski und W.Walerych, 

Acta Biochim.Polon., l3, 131 (1962) 

W.Friedrich und K.Bernhauer, Medizinische Grundlagen- 

forschung, Band II, 668 (1959), G.Thieme Verlag, 

Stuttgart 



262 Zur Struktur der Cobamid-Coenzyme NO.4 

Y=H 

Y=H 

Y = Cl 

Partialstruktur der Corrinoide 

&-Lactons l:II> durch Einwirkung von 1 Mol Chloramin T in 

0,0025 m Salzslure auf Cyano-cobalamin6. Wenn man unter den 

gleichen Versuchsbedingungen Cobalamin-Coenzym umsetzt, so 

entsteht e:_ne lichtempfindliche Substanz (III), die sich 

elektrophoretisch bei pH 2,7, 7,5 und 11,O wie Cobalamin- 

Coenzym verhalt, sidh jedoch chromatographisch einaeutig 

von diesem unterscheidet. Aufgrund des elektrophoretischen 

Verbaltens bei pH 7,5 und 11,0 kann mit Sicherheit die Bil- 

dung eines Lactons (II) ausgeschlossen werden. III gibt nach 

der KCN-Spaltung ein Derivat IV, das in w;issriger LBsung in 

der Yonocyanoform violettblau und in der Dicyanoform wie 

Chlordehydrovitamin B12 (V) blau ist. IV kristallisiert in 

der Monocyanoform aus Wasser/Aceton, verhalt sich elektro- 

phoretisch wie Cyano-cobalamin und chromatographisch in den 

iiblichen Entwicklersystemen8 einheitlich, jedoch nicht iden- 

tisch mit II. 

Lasst man auf Co-Methyl-cobalamin unter Lichtausschluss 

Chloramin T im Molverhaltnis 1:l einwirken, so erhalt man 
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eine einheitliche, rotviolette Substanz (VI), die elektro- 

phoretisch bei pH 2,5 doppelt so schnell zur Kathode wandert 

wie Co-Methyl-cobalamin. Bei pH 7,5 und 11,O verhalt sich VI 

wie Cobalamin-Coenzym und Co-Methyl-cobalamin. Die bei der 

Lichtspaltung in Gegenwart von KCN aus VI entstehende Sub- 

stanz ist mit IV chromatographisch, elektrophoretisch und 

in ihrem Absorptionsspektrum identisch. 'Weiterhin kann man 

Cyano-cobalamin, V und IV durch ihre Spektren bei pH 7,5 in 

Gegenwart von 0,005 $I HCN gut unterscheiden. Wahrend Cyano- 

cobalamin unter diesen Bedingungen noch in der reinen Mono- 

:yanoform vorliegt, wird IV zu ca. 50 % und V vollstandig 

in die Dicyanoform iibergefiihrt. Die Absorptionsspektren der 

Chlorierungsprodukte III, IV und VI unterscheiden sich im 

Bereich von 400 bis 650 rnp von denen des Cobalamin-Coenzyms, 

Cyano-cobalamins und Co-Methyl-cobalamins dadurch, dass die 

Absorptionsbanden der chlorierten Produkte in diesem Bereich 

jeweils urn 25 rn) bathochrom verschoben sind. Dies spricht 

f;ir eine Chlorsubstitution an der meso-Stellung zwischen 

Ring B und C des Corringeriistes6, sodass wir dem Derivat IV 

die Struktur eines Cyano-chlorcobalamins zuschreiben konnen. 

Entsprechend handelt es sich bei III urn Chlorcobalamin-Coen- 

zym und bei VI urn Co-Methyl-chlorcobalamin mit einem Cl-Atom 

am Cl0 zwischen Ring B und C. 

Zur weiteren K&rung der Struktur des Corringeriistes in 

den "Coenzymformen " der Cobamide synthetisierten wir das Co- 

Methyl-cobalamin in tritiumhaltigem Reaktionsmedium. 5 mg 

Hydroxo-cobalamin wurden in 4 ml 7 $iger Essigsgure mit einem 

TOH-Gehalt von 391,uC/ml gelijst und mit 200 mg Zn-Staub redu- 

ziert. Nach Zusatz von 0,2 ml Dimethylsulfat wurde das Reak- 

tionsprodukt durch Phenolextraktion und anschliessende Chro- 
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Partialstruktur des Cyano-chlorcobalamins (IV) 

matographie an einer CM-Celluloses:ule gereinigt. Urn eventuell 

noch vorhandene auswaschbare Radioaktivitat zu entfernen, wur- 

de das erhaltene Co-Methyl-cobalamin noch fiinfmal mit je 20 ml 

inaktivem Wasser aufgenommen und wieder zur Trockene eingeengt. 

Das so erhaltene, reine Co-Methyl-cobalamin zeigte einen Ein- 

bau von 18,5 7% der im Reaktionsmedium vorhandenen Radioakti- 

9 vitat . Dieses tritiumhaltige Co-Methyl-cobalamin verliert 

nach der Lichtspaltung in Gegenwart von Luftsauerstoff zu 

Hydroxo-cobalamin die gesamte im Molekiil vorhandene Radio- 

aktivitat. Urn sicher zu sein, dass die Radioaktivitat des 

Co-Methyl-cobalamins nicht doch von Austauschreaktionen kam, 

wurden 5 :ng Hydroxo-cobalamin in demselben tritiumhaltigen 

Medium mit Zn-Staub reduziart, anschliessend mit KCN in 

Cyano-cobalamin iibergefiihrt und durch Phenolextraktion und 

Chromatographie an einer CM-Cellulosesaule gereinigt. Das 

erhaltene Cyano-cobalsmin zeigte keinerlei Radioaktivitat 
10 

. 

9 E.H.Graul, R.Futterknecht und H.Hundeshagen, 

Atompraxis, 5, 175 (1962) 
10 Fiir die Durchfiihrung der Messungen danken wir herzlich 

Herrn R.Futterknecht, Fa. Westo, Stuttgart 
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Nach dieser Methode kijnnen demnach spezifisch markiente tri- 

tiumhaltige Coenzym-Formen hergestellt werden, die fiir wei- 

tere biochemische Untersuchungen wertvoll sein diirften. 

Die qewonnenen Ergebnisse gestatten folgende Schlussfol- 

gerungen: Cyano-cobalamin wird durch Luftsauerstoff in alka- 

lischer L&sung unter Bildung eines Lactamringes dehydriert, 

die Coenzym-Formen bleiben unter den gleichen Reaktionsbe- 

dingungen unver%indert. Cyano-cobalamin wird durch Bquimolare 

Mengen Chloramin T unter Bildung eines 1(-Lactonringes ov- 

diert, erst bei einem Ueberschuss an Chloramin T geht dieses 

Lacton in chlorierte Produkte des Cobalamin-g-Lactons iiber. 

Bei den Coenzym-Formen reagiert bereits das erste Mel Chlor- 

amin T nicht oxydierend, sondern chlorierend, wobei wahr- 

scheinlich ein an Cl0 substituiertes Monochlorderivat des 

Cobalamins entsteht. Ein Ueberschuss an Chloramin T fiihrt 

zu keiner weiteren Reaktion. Daraus ist ersichtlich, dass 

jene Umsetzungen, die beim Cyano- bzw. Hydroxo-cobalamin 

durch die Aktivierung des CS durch die in Allylstellung 

befindliche CN-Doppelbindung zustande kommen, bei den Coenzym- 

Formen nicht stattfinden konnen. Es miissen daher im Corringe- 

riist andere Bindungsverhaltnisse vorliegen. Ferner zeigt die 

Synthese van Co-Methyl-cobalamin in TCH, dass dabei offenbar 

eine Doppelbindung hydriert wird. Diese Befunde veranlassen 

uns, fiir die Coenzym-Formen der Corrinoide die Struktur A 

oder B anzunehmen. 

Die Elektronenspektren der Coenzym-Formen sprechen mehr fiir 

die Struktur A, in der das fliessend konjugierte System der 

iiblichen Corrinoide in zwei chromophore Bezirke aufgeteilt 

ist. Weitere Untersuchungen miissen zeigen, ob das natiirli- 
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Struktur A Struktur B 

Che Cobalamin-Coenzym mit dem synthetischen Produkt stereo- 

chemisch identisch ist, denn die CN-Doppelbindhg ist sicher- 

lich durch das Metal1 stark polarisiert, sodass ihre Hydrie- 

rung iiber ein Carbonium-Ion und den Angriff eines Hydrid-Ions 

verlluft. 

Bei der Dmwandlung der Coenzym-Formen, die als "Dihydro- 

corrinoide" mu bezeichnen wlren, in die Cyano- oder Hgdroxo- 

Corrinoide miisste daher eine Dehydrierung des Dihydrocorrin- 

systems stattfinden. Dafiir sprechen folgende Beobachtungen: 

Co-Methyl-cobalamin wird bei streng anaerober Photolyse 

(Luftdruck <lO-7 lorr) in 0,Ol m KCN-L&sung in eine stabile 

Dicyanoform umgewandelt, die erst bei Zutritt van Luft in 

Dicyano-cobalamin iibergeht. Barker und Hogenkamp 
11 fanden, 

dass wahrend der Photolyse von Cobalamin-Coensym su Hydroxo- 

cobalamin 0,75 Mel Sauerstoff benijtigt werden. Weiterhln wur- 

1' H.A.Bark:er: II. Europ.Symp. iiber Vitamin B12 und Intrinsic 

Baktor, 1962, Seite 99, Einke Verlag, Stuttgart 
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de berichtet12913, dass Bl2r sehr wahrscheinlich unter Was- 

serstoffabspaltung in Hydroxo-cobalamin iibergeht. 

Mit der weiteren Sicherung dieser Ergebnisse iiber die 

Struktur des Cobalamin-Coenzyms und der eventuellen Bedeu- 

tung des von einigen Autoren bereits diskutierten Hydrid- 

Mechanismus der Coenzym-Formen sind wir beschaftigt. 

Herrn Prof.Dr.K.Bernhauer danken wir fiir die grossziigige 

Unterstiitzung und Forderung dieser Arbeit. 

12 
H.Diehl and H.Murie, Iowa State Coll.J.Sci. %,555 (195.2) 

13 J.A.Hill, J.&Pratt and R.J.P.Williams, 

J.Theoret.Biol., 1962, im Druck 


