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NOTIZEN

Gewinnung von Cobalamin-Coenzym-Sepharose

Preparation of Cobalamin Coenzyme-sepharose 

M a r g a r e t h e  S c h l e c h t  und O t t o  M ü l l e r

In s titu t für Organische Chemie, Biochemie 
und Isotopenforschung der U niversität S tu ttgart

(Z. Naturforsch. 28c, 351 — 352 [1973]; eingegangen am 
23. Februar 1973)

Affinity chromatography, vitamin B12-binding proteins

Kürzlich konnte Vitamin B12-monocarbonsäure 
säureamidartig mit 3.3'-Diamino-dipropylamin-substi- 
tuierter Sepharose verknüpft werden1. Diese Cobal- 
amin-Sepharose eignet sich zur Isolierung Vitamin B12 
bindender Proteine.

Wir haben gefunden, daß Vitamin B12-Sepharose 
durch direkte Umsetzung von Vitamin B12 mit brom- 
cyan-aktivierter Sepharose2 erhalten wird, wenn man 
die Reaktion bei pH 8 in Gegenwart von Cyanid 
durchführt, so daß der Kobalt-Komplex in der Di- 
cyano-Form vorliegt. Die Verknüpfung des Cobal- 
amins erfolgt offenbar über den Stickstoff der nucleo- 
tidischen Base, der bei Abwesenheit von Cyanid mit 
dem Zentralatom koordiniert. Für eine Reaktion an 
dieser Stelle spricht, daß ohne Cyanid keine Ver­
knüpfung mit bromcyan-aktivierter Sepharose zu­
stande kommt und daß das an N(3) des Dimethyl- 
benzimidazol-Anteiles methylierte Vitamin B12 3 nicht 
gekuppelt werden kann.

Die Vitamin B12-Sepharose wird enzymchemisch in 
Cobalamin-Coenzym-Sepharose übergeführt. Hierzu 
eignet sich ein aus Extrakten von P. sbermanii gewon­
nenes Rohprotein, dem verschiedene Kofaktoren 
(siehe dazu4) zugesetzt wurden. Damit konnte auch 
gezeigt werden, daß bei Vitamin B12-Sepharose, die 
durch Umsetzung von bromcyan-aktivierter Sepharose 
mit Cyano-Cobalamin gewonnen wurde (s. o.), das 
Corrinoid für das aktive Zentrum des Enzyms er­
reichbar ist.

Die Bildung von Cobalamin-Coenzym-Sepharose 
gelingt auch entsprechend dem Reaktionsprinzip zur 
Darstellung von Corrinoiden mit Kobalt-Kohlenstoff- 
Bindung5-8 durch Reduktion von Vitamin B12-Sepha- 
rose zum Co(I)-Komplex und dessen Umsetzung mit 
5'-Tosyl-adenosin9.

Weitere Untersuchungen dienen der Aufklärung der 
Bindungsweise zwischen Cobalamin und Sepharose, 
der Isolierung Cobamid-Coenzym synthetisierender 
Enzyme mittels Cyano-cobalamin-Sepharose sowie der
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Anreicherung Vitamin B12-Coenzym bindender Pro­
teine mittels Cobalamin-Coenzym-Sepharose.

Die nach unserem Verfahren gewonnene Cobalamin- 
Sepharose enthält im Gegensatz zu dem von A l l e n  
und M a j e r u s  dargestellten Produkt kein längeres 
Bindeglied zwischen Träger und Corrinoid. Es wird 
daher zu prüfen sein, ob die beiden Vitamin B12-Se- 
pharosen bzw. ihre Coenzym-Formen für die aktiven 
Zentren der Enzyme gleichermaßen zugänglich sind.

Beschreibung der Versuche

Cyano-cobalamin-Sepharose. 60 ml gepackte Se­
pharose werden mit ca. 2 1 Wasser auf einer G2- 
Fritte gut gewaschen und die überstehende Flüssigkeit 
gerade so abgesaugt, daß die Sepharose nicht trocken 
wird. Das gewaschene Produkt wird in ein Becherglas 
übergeführt und in 50 ml Wasser aufgenommen. 6 g 
fein zerriebenes Bromcyan werden hinzugegeben und 
der pH-W ert mit 2 n  N aO H  sofort auf 11 eingestellt. 
Durch weitere tropfenweise Zugabe von N aO H  wird 
dieser pH-W ert beibehalten. Die Temperatur darf 
während der Reaktion nicht über 20—22 °C anstei- 
gen. Je nach Bedarf wird etwas Eis in das Reaktions­
gefäß gegeben. Nach 10—15 min ist die Reaktion 
beendet. Die Sepharose wird mit eisgekühltem Borat­
puffer pH  8,0, der pro 1 0,5 g KCN enthält, schnell 
gewaschen und sofort mit 60 mg Vitamin B12, gelöst 
in 60 ml des gleichen Boratpuffers, unter Rühren bei
4 °C umgesetzt. Man rührt über Nacht bei 4 °C und 
wäscht dann auf einer G 2-Fritte abwechselnd mit 
Wasser, Boratpuffer pH  8,0 und Na-acetat-Puffer 
pH  4,5. Danach füllt man die stark rot gefärbte BJ2- 
Sepharose in eine Säule und wäscht 24 Stdn. mit 
Boratpuffer pH  8,0, 24 Stdn. mit Na-acetat-Puffer 
pH  4,5. Die zum Waschen verwendeten Puffer sind
1 m  an NaCl. Pro ml gepackte Sepharose werden 
0,17 mg Cyano-cobalamin gebunden. Nach längerem 
Stehen (2—3 Tage) muß von etwas freigesetztem 
Cobalamin ausgewaschen werden.

Cobalamin-Coenzym-Sepharose. Wegen der Licht­
empfindlichkeit der Cobamid-Coenzyme werden die 
folgenden Operationen bei stark gedämpftem Licht 
durchgeführt.

10 ml gepackte Cyano-cobalamin-Sepharose werden 
mit 50 ml Wasser versetzt und in ein Gasdurchlei- 
tungsgefäß übergeführt. Man fügt eine Lösung von
1 mg Vitamin B]2 in 5 ml Wasser hinzu, verdrängt 
den Luftsauerstoff durch Stickstoff oder Argon und 
versetzt mit ca. 200 mg Natriumborhydrid. Nach 5 
bis 10 min gibt man zu dem Ansatz unter Ausschluß 
von Luftsauerstoff eine Lösung von 5'-Tosyl-adenosin, 
die unmittelbar zuvor hergestellt wurde (s. u.), und 
rührt mit einem Magnetrührer 15 min bei Zimmer­
temperatur. Die Cobalamin-Coenzym-Sepharose wird
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auf der Fritte mit 2 1 Wasser und 0,5 1 Boratpuffer 
pH  0,8 (ohne Cyanid!) gewaschen. Dann fü llt man 
sie in eine Säule und wäscht mit Phosphatpuffer 
pH  6,9 neutral.

Lösung von Tosyl-adenosin: 100 mg Tosyl-adenosin 
werden mit 1 ml Methanol und 0,2 ml Eisessig 2 bis
3 min geschüttelt. Dann fü llt man mit M ethanol bis
5 ml auf, schüttelt ca. 3 min und filtriert von nicht
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gelöstem Tosyl-adenosin ab. Die Umwandlung in die 
Coenzym-Form kann geprüft werden, indem man bei 
einer Probe mittels verdünnter KCN-Lösung Adenin 
freisetzt und dieses spektrophotometrisch bestimmt.
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Synthese von Glykosiden langkettiger 
Hydroxy-Fettsäuren

Synthesis of Glycosides 
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Glycosides, fatty acids

Von den bisher strukturell aufgeklärten Glykoli- 
piden aus Tomlopsis apicola1, Pseudomonas aerigi- 
nosa2, Ustilago zeae3 sowie Ipomoea muricata4 und 
den anderen Convolvulaceenharzen5-7, Diglykoside 
oder Oligoside langkettiger (C14-C18) Mono- oder Di- 
hydroxy-Fettsäuren, ist bisher noch keine Verbindung 
synthetisiert worden.

ln der Literatur wurde bisher nur die Glykosidie­
rung einiger kurzkettiger Fettsäuren mit einer Ketten­
länge von maximal 5 C-Atomen beschrieben. So setz­
ten K a r r e r  u . Mitarb.7 die Silbersalze kurzkettiger 
a-Hydroxycarbonsäuren, W u l f f  und M itarb.8-9 die 
Silbersalze und Methylester kurzkettiger Hydroxycar- 
bonsäuren in Anwesenheit von 1.3 bzw. 1.4-Dicarbon- 
säuresilbersalzen mit a-Acetobromglucose um. Sie er­
hielten neben den gewünschten 1-O-Acylderivaten 
auch die O-Glucosidacetate und 1-O-Tetra-O-acetyl- 
glucosyloxy-acyl-tetra-O-acetyl-glucosen. Das Gluco- 
sid der Oleanolsäure konnte unter diesen Bedingungen 
nicht dargestellt werden.

Für unsere Modellsynthesen verwendeten wir die 
natürlich vorkommende 12-OH-Stearinsäure, die 12-
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OH-Ölsäure (Ricinolsäure) und die häufig als Aglu- 
con der Convolvulaceenglykolipide beschriebene 11- 
OH-Palmitinsäure (Jalapinolsäure). Als Zuckerkom­
ponente wurde die Cellobiose eingesetzt, die in den 
Glykosidsäuren aus Ustilago zeae3 vorkommt.

Versuche, die Glykosidierung der Fettsäuremethyl- 
ester in Anwesenheit von Silberoxid, Silbercarbonat 
oder Bernsteinsäuresilbersalz zu erreichen, waren er­
folglos.

Die Kupplung gelang jedoch in Ausbeuten zwischen 
65 und 7 5 %  in einem Benzol-Nitromethan (1:1) 
Lösungsmittelgemisch und mit Quecksilbercyanid als 
Katalysator. Die Glykosidierung von a-OH-Fettsäu- 
ren gelang unter den genannten Bedingungen nicht.

Bei den Synthesen waren unter den gewählten Be­
dingungen laut Dünnschichtchromatographie ß, a- 
Anomerengemische im Verhältnis von ca. 9:1 ent­
standen. Durch Kristallisation aus Methanol wurden 
in jedem Falle die reinen /?-Glykoside erhalten. Zur 
Sicherung dieses Ergebnisses hydrierten wir das Ri- 
cinolsäuremethylester-hepta- O -acetyl - /? -D -c e llo b io s id  
zum 12-OH-Stearinsäuremethylester-hepta-O-acetyl-/? 
- D - c e l lo b io s id  ( [ a ] n  =  — 19,5 i. CHC13) und führ­
ten dieses durch Behandlung mit 3-proz. HBR in 
Eisessig in das entsprechende a-Isomere ([a ]“  =  
+  43,0 i. CHC13) über. Das dabei entstandene a-Iso- 
mere verhielt sich dünnschichtchromatographisch wie 
das bei der Kupplung zu 10 °/o erhaltene Neben­
produkt.

Glykosidierungsvorschrift
Äquimolare Mengen Oxyfettsäuremethylester, a- 

Acetobromcellobiose und Hg(CN)2 werden in einem 
Benzol-Nitromethan (1:1)-Gemisch bei 40-45 °C un­
ter Feuchtigkeitsausschluß 2 Stdn. gerührt. Anschlie­
ßend wird zur Entfernung der Quecksilbersalze die 
Lösung eingeengt, der Rückstand in ca. der 20fachen 
Menge CHC13 aufgenommen, mit 2-proz. Natrium- 
jodidlösung und Wasser gewaschen und eingeengt. Der 
Hepta-O-acetyl-glykosid-säuremethylester wird über
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eine Kieselgelsäule oder durch präparative Dünn- 
schichtchromatographie im Laufmittel Benzol-Metha­
nol (95:5) gereinigt.

Zur Darstellung des Glykosidsäuremethylesters wird 
mit 0.01 M Natriummethylatlösung verseift, die Lö­
sung mit Eisessig neutralisiert und mit Wasser ver­
dünnt. Die Entfernung der nicht umgesetzten Fett­
säuren erfolgt durch Ausschütteln mit Hexan.

Die freien Oxyfettsäurecellobioside wurden durch 
Ausschütteln mit CHC13 oder Äther erhalten. Die 
Reinheitskontrolle erfolgte auf Kieselgel in CHC13- 
Methanol (9:2).

Die synthetisierten Verbindungen:
(1 ) R ic in o lsä u r e m e th y le s te r - /? -D -c e llo b io s id  
(1 a) R ic in o lsä u r e m e th y le s te r -h e p ta -0 -a c e ty l- /? -D -  

c e llo b io s id
(2 ) 12-OH-Stearinsäuremethylester-/?-D cellobiosid 
(2 a) 12-OH-Stearinsäuremethylester-hepta-O-acetyl- 

/9-D-cellobiosid

T a b .  i

Schmp.
[°C]

<XD * R f
LM: A

**
B

1 __ +  1 ,0 _ 0,37
la 136-137 -  13,6 0,73 -

2 - -  8,9 - 0,38
2a 83 - 84 -  19,5 0,74 -

2b - +  43.6 - 0,32
2c 114-115 +  43,0 0,66 -

3 - -  28,2 - 0,39
3a 103-104 -  20,25 0,72

* D ie  op tischen  D rehw erte der A ceta te  wurden in  
CHC13, die der G lyk osidsäurem ethylester  in P yrid in  
aufgenom m en.
** K ieselgel, L ösungsm itte l: A =  B enzol-M eth anol 
95:5, B  =  C H Clj-M ethanol 9:1. D ie  /3-Isom eren b esit­
zen s te ts  d ie höheren R f - W erte.
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(2b) 12-OH-Stearinsäuremethylester-a-D-cellobiosid 
(2c) 12-OH-Stearinsäuremethylester-hepta-O-acetyl- 

a-D -cellobiosid 
(3 ) Jalapinolsäuremethylester-/?-D-cellobiosid 
(3a) Jalapinolsäuremethylester-hepta-O-acetyl-ß-D- 

cellobiosid
la konnte durch Hydrierung mit Palladiumkohle als 
Katalysator direkt in 2a übergeführt werden.

Die Methode eröffnet die Synthese der unter 1 mit 
7 genannten natürlichen Glykosidsäuren.

C00CH3

(ch2)7

I
(CH2)5

ch3

12-[4-0-(2.3.4.6-tetra-O-acetyl-/?-D-glucopyranosyl)- 
2.3.6-tri-O-acetyl-ß-D-glucopyranosyl] -oxy-zl-9-oc- 
tadecensäuremethylester (Ricinolsäuremethylester- 
hepta-O -acetyl-ß-D -cellobiosid)
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6 H. W a g n e r  u. P. K a z m a i e r ,  Tetrahedron Letters 
[London], 35, 3233 [1971].

7 P. K a r r e r ,  C. N ä g e l i  u .  H. W e id m a n n ,  Helv. 
chim. Acta 2, 425 [1919],

8 G. W u l f f ,  G. R ö h l e  u . W . K r ü g e r ,  Angew. Chem. 
82, 480 [1970].

9 G. W u l f f ,  W . K r ü g e r  u. G. R ö h l e ,  Chem. Ber. 
104, 1387 [1971],




