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Darstellung

Li’t’.’('i' Rapp* und Ulrich Oltersdorf

(Der Schrifueitung zugegangen am 27, September 1972)

Zusammenfassung: Aus Cobualamin-c-lacton wird
durch Reduktion mit Natriumborhydrid neben
2-(5.6-Dimethylbenzimidazolyhcobamsiure-abdeg-
pentaamid auch 2-(5,6-Dimethylbenzimidazolyl)-8-
epicobumsiture-abdeg-pentaamid erhalten, dessen
Amidierung mit Ammoniak 8-Epicobalamin er-
gibt. 8-Epicobalamin besitzt bei den Corrinoid-
;mxoll'nl‘lhm‘l E\'c'/u'rff/n'a (‘Uff 113-3 H]'_]", und bei
Lactobacitlus teichmanii 4%, der Wachstumsaktivi-
tit von Cobalamin. 8-Epicobinamid, das durch
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schaften von 8-Epicorrinoiden

Nucleotidabspaltung aus 8-Epicobalamin erhalten

wird, besitzt bei Escherichia coli 113-3 2% der
Wachstumswirkung von Vitamin Bya bew. 109

der des Cobinamids. Kulturen von Propionibac-
tevinm shermanii wandeln 8-Epicobalamin sowic
bei Zusatz von 5,6-Dimethylbenzimidazol auch
§-Epicobinamid durch Riickepimerisicrung voll-
stiindig in Cobalamin um. Rohextrakte aus Pro-
pionibacterivm  shermanii bilden aus 8-Epicobal-
amin 5'-Desoxyadenosylcobalamin.

Preparation and biological properties of S-epicorrinoids

Summary: In addition to #-(5,6-dimethylbenzimi-
dazolyheobamic  acid-abdeg-pentaamide, the  re-
duction of cobalamine-c-lactone by sodium boro-
hydride also gives #-(5,6-dimethylbenzimidazolyl)-
8-epicobamic  acid-abdeg-pentaamide,  which s
converted into 8-cpicobalamine by amidation with
ammonin. Compared with the biological activity
of cobalamine 8-epicobulamine shows a growth
activity of 109, for the corrincid-auxotroph
Escherichia coli 113-3 and 49 for Lactobacilfus
leichmenii. $-Epicobinamide, which is formed from

8-cpicobalamine by removal the nucleotide, shows
a growth activity for E. coli 113-3 of 29 compared
with cobalamine and 10%, compured with cobin-
amide. Growing cultures of Propionibacterium
shermanii completely convert 8-cpicobalamine and
also 8-cpicobinamide to cobalamine by reepimeri-
sation, the latter being converted when 5,6-
dimethylbenzimidazole is added to the culture.
Crude extracts of Propionibacterium  shermanii
convert 8-cpicobalamine into 5'-deoxyadenosyl-
cobalamine.

Es sind bis jetzt zwei Isomerisicrungen am Corrin-
ring bekannt, nimlich eine Koordinationsisomerie,
die sogenannte a-b-Isomerie einiger saurer Cyano-
aquocorrinoide, die durch Konfigurationswechsel
(Ligandenwechsel) am Cobalt verursacht wird,
und cine reversible Epimerisierung von Corrinoiden

* Postanschrift: Peter Rapp, Institut fur Organische
Chemie, Biochemic und lsotopenforschung der Uni-
versitit Stuttgart, D-7 Stuttgart |, Azenbergstralie 14,

[ = «(3,6-Dimethylbenzimidazolyl)-
cobamsiiurc-abdeg-pentaamid; 11 = «-(5,6-Dimethyl-
benzimidazolyl)-8-¢picobamsiiure-abdeg-pentaamid;
dAdo = 5-Desoxyadenosyl-.
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1 Friedrich, W. & Moskophides, M. (1968) Z. Natur-
- forsch. 23b, 804 —812. :

durch Einwirkung starker Siuren. So werden aufler
dem bereits lange bekannten |, Faktor la*“{2l
mannigfaltige ,,Isocorrinoidcarbonsiuren*™ gebil-
det!31, Durch die Strukturaufklirung des als Zwi-
schenprodukt  auftretenden  13-Epicobalamins
konnte gezeigt werden, dalb durch Siurceinwirkung
eine Epimerisicrung an C-13 stattfindetMl In der
vorlicgenden  Mitteilung  wird  lber eine ganz
andersartige Epimerisierung von Corrinoiden be-

2 Friedrich, W. & Bernhauer, K. (1954) Z. Natur-
Sforsch. 9b, 685 —694.

3 Bernhauer, K., Vogelmann, H. & Wagner, F. (1968)
diese Z. 349, 1281 —1296.

4 Bonnet, R., Godfrey, J. M., Math, V. B., Edmond,
E., Evans, H. & Hodder, O. J. R. (1971) Nature
( London) 229, 473 —476.
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richtet, Sie findet bei der Reduktion von Cobal-
amin-c-lacton®! mit Natriumborhydrid!91 statt. Es
entsteht dabel nicht nur die bereits  bekannte
nucleotidhaltige Monocarbonsiure mit freier Essig-
sdurcgruppe ¢ und der bei natiirlichen Corrinoiden
iiblichen Konfiguration an C-8161 [2-(5,6-Dimethyl-
bcnzimiddx,olyi)cubumsiim‘c-ab:r’rg-pcm;mmitl =
Verbindung 1], sondern noch cine zweite Mono-
carbonsiure, die als das C-8-Epimere erkannt
wurde 17_-(5,6-I)imclh_\,'lbcn/,imidnrolyl}-S-c:p.ico-
bamsiiurc-abdeg-pentaamid = Verbindung 1],
Durch Amidierung mit Ammoniak erhiilt man
daraus 8-Epicobalamin, das auch deshalb von
Interesse erschien, da der Position C-8 vicllcicht
cinc besondere molekularbiologische Bedeutung
zukommt!71,

Material und Methoden

1. Reduktion von Cobalamin-c-lacton

100 mg Cobalamin-c-lacton®! werden in 50 m/ 0,1m
Phosphatpuffer, pH 7, oder dest. Wasser gelost und
mit Toluol Gberschichtet, um Sauerstoff weitgehend
auszuschlieBen. Dann werden 300 mg NaBH,, zugegeben
und 15 min bei 20°C im Dunkeln geriihrt. Die Reaktion
wird durch Zusatz von 8 mg KCN abgebrochen und dic
Lésung mit verdinnter HCl angesiiuert (pHl 2). Dic
Corrinoide werden nach 10 min durch eine Phenol-
extraktion'®! gereinigt und an einer DEAE/Ac-Siule
(20 x4 cm) chromatographiert. Mit blausiurchaltigem
Wasser (0,01 % HCN) weiden ca. 30 mg unverindertes
Cobalamin-c-lacton eluicrt. Bei der Entwicklung mit
0,015proz. Essigsiiure, dic ebenfalls 0,01 % HCN enthiilt,
erscheinen  zuerst gelbe Abbauprodukte, dann ‘ca.
8,0 mg der Verbindung I1 und anschlicBend ca. 50,0 mg
der Verbindung 1.

70 mg Cobalamin-c-lacton!®! werden in 15 m/ 10proz.
NH4Cl-Losung gelost und mit Toluol iiberschichtet.
350 mg Zinkstaub werden zugesetzt und es wird 6 min
bei 20°C im Dunkeln geriihrt. Dic Reaktionsmischung
wird schnell @iber eine Glasfritte G 3 abgesaugt. Dic im
Filtrat befindlichen Corrinoide werden durch eine
Phenolextraktion!8! gereinigt und, wic oben beschric-
ben, an einer DEAE/Ac-Siiule chromatographiert.
Neben Spuren von Cobalamin-c-lacton und gelben Ab-
bauprodukten werden 63 mg der Verbindung [ erhalten.

5 Bonnett, R., Cannon, J. R., Clark, V. M., Johnson,
A. W, Parker, L. F,, Smith, E. L. & Todd, A. (1957)
J. Chem. Soc., 1158 —1168.

6 Frahne, D. (1967) Dissertat. TH Stuttgart.

? Rapp, P. (1972) diese Z. 353, 887 — 892.

® Friedrich, W. & Bernhauer, K. (1954) Z.
Sorsch. 9b, 7155—1761.
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2. Amidicrung
Dic Verbindungen 1 und 1 werden in bekannter

Weise!"l mit NHy zu 8-Ipicobalumin baw. Cobalamin
amidiert,

3. Gewinnung von 8-Lpicobinamid

8-Epicobinamid wird durch Nucleotidabspaltung mit
Ce(OH )1 oder wasserfreiem HF* aus 8-Epicobal-
amin erhalten.

4. CD-Spcktren

Sie wurden mit Cary 60 aufgenommen.

3. Versuche mit wachsenden Kulturen

Propionibacterium shermanii wird in bekannter Weise!?1
geziichtet, Es wird folgendes Nihrmedium beniitzt -
55 g Cornsteeptrockenpulver, 2.5 ¢ Bacto-Yeast-Extract,
176 g NalaPO, %2 Ha0, 1,76 ¢ KyPOy % HL0, 0.4 4
MgClo %6 H.0, 0,01 g FeSO, %7 H20, 4 mg Calcium-
pantothenat, 0,3 mg Biotin, auf 1 / mit Leitungswasser
aufgefullt,

60 mg Cyano-8-cpicobalamin werden 72 h nach der
Beimpfung aseptisch zu 4 1 Kulturbriihe gegeben. Bei
den Versuchen zum Nucleotideinbau werden nach 72 h
gleichzzitig 10 mg 8-Epicobinamid bzw. Cobinamid
und 20 mg 5,6-Dimethylbenzimidazol pro 1 [ Kultur-
brithe aseptisch zugesetgt. Dic Dauer aller Fermenta-
tionen betriigt 120 h.

6. Versuche mit Rolextrak ten

Dic Rohextrakte aus P. shermanii zur Bildung und
Gewinnung  des dAdo-8-Epicobalamins und dAdo-
Cobalamins werden aus Acectontrockenbakterien her-
gestellt!" Man figt 19 mg 8-Epicobalamin zu 100 m/
Rohextrakt bzw. 10 mg Cobalamin zu 50 m/ Rohextrakt
und bebriitet 19 h bei 30°C im Dunkeln.

7. Isolierung und Trennung

Dic Cyano-1"111 ynd dAdo-Corrinoide! 7! werden wic
beschrieben isoliert, gereinigt, getrennt und quantitativ
bestimmt.

8. Charakierisierung und Identifizierung

Zur Charakterisierung und ldentifizicrung der Cyano-
und dAdo-Corrinoide dienen die ebenfalls schon be-
schriebenen  UV-spektroskopischen, elektrophoreti-
9 Rapp, P.
1141 —1152.
Y Friedrich, W. & Bernhauer, K. (1956) Chent. Ber.
89, 25072512,

* Rapp, P., Jauernig. D. & Ruoff, G. in Vorbereitung.
1 Bernhauer, K., Wagner, F., Michna, H., Rapp, P.
& Vogelmann, H. (1968) diese Z. 349, 1297 — 1309,

& Hildebrand, R. (1972) dicse 7. 353,
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Dic mikr wn Rohrchentests mit £ eoli 113-3
(ATCC ve37) und L. leichmanii (ATCC 7830181
werden in bekannter Weise durchgefthrt.
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Eregehnizse und Diskussion

Reduziert man Cobalamin-c-lacton mit Zink in
10proz. NHCIl-Lasung, so entsteht sowohl bei
pH 7 als auch bei pH 9 die Verbindung 1 in nahezu
quantitativer Ausbeute und  kein  C-8-Epimeres
derselben.

Dagegen erhitlt man aus Cobalamin-c-lacton durch
Reduktion mit NaBHy sowohl in 0,16 Phosphat-
pufter, pl 7, als auch in Wasser zwei an DEAE/Ac-
Cellulose bei Elution mit 0,05proz. Essigsiiure ver-
schieden schnell wandernde saure Corrinoide. Die
Papicrelcktrophorese bei den pH-Werten 2.5, 6,5
und 11 sowie dic Amidierung mit NHg zu Cobal-
aimin bzw. zu einer cobalaminihnlichen Verbin-
dung (s. unten) zeigt, daB es sich dabei um nucleo-

tidhaltice Monocarbonsiiuren  handell. Dic an
DEAE/Ac-Cellulose langsamer wandernde und
tiberwicgend  aufuretende  Monocarbonsiiure  ist

papicrchromatographisch identisch mit 1, einer
nuclecotidhaltigen Corrinoidmonocarbonsiiure mit
freier Essigsituregruppe 361 Dic an DEAL/Ac-
Cellulose schneller wandernde Monocarbonsiiure
besitzt in den FlieBmitteln A, C und D bedeutend
griflere  papierchromatographische Wanderungs-
geschwindigkeiten als Verbindung [ (s. Tabelle).

CH,CH,COR, 14)

Abb. 1. Cyanocobalamin-c-lacton.

Ersatz des CN dumh dAdo ergibt dic
sylcorrinoide.

5’-Desoxyadeno-

12 Bernhauer,

app und U,

Oltersdorl Bd. 354 (1973)
Tabctle, Reonaamin-Werte von Verbindung
sowic von 8-Epicobalamin.

A see. Butanol,
essig: C:ose

Fund 11

wasserees.; Browie A mit 1% Eis-
¢. Butanol Svasser/25proz, NHy 100:36:14
(v/viv): D owie A mit 0,537, Natriumtetraphenylborat.
Alle FlieBmittel enthalien 0,019 HCN,

Substanz Reobatamin-Werte*

A B C D
| 0,50 1,13 0,69 0,18
il 0,80 1,14 0,82 0,52
8-Epicobalamin 1,11 1,11 1,00 1,10

* Schlcicher & Schiill-Papier, 20434, ausgewaschen.

Beide Siuren besitzen dasselbe UV-Spektrum wie
Cobalamin, Dic fragliche Corrinoidmonocarbon-
siiure ist, wie dic papierchromatographische Prii-
fung ergibt, mit keiner der bisher bekannten
nucleotidhaltigen Corrinoidmonocarbonsiiuren
identisch.

LiBt man Verbindung 1, die sich von Cobalamin-

‘e-lacton nur durch die Substitution des SauerstofTs

an C-8 durch Wasserstofl unterscheidet (Abb. 1),
unter den gleichen Bedingungen, wic fiir Cobal-
amin-c-lacton beschricben, mit NaBH; in 0,Im
Phosphatpufler, pH 7, reagicren, so entstehen auler
gelben Abbauprodukten keine anderen Corrinoide.
Dieses Verhalten zeigt, daB die unbekannte Corri-
noidmonocarbonsiure 11 aus Cobalamin-e-lacton
und nicht aus Verbindung 1 entsteht, da letztere in
Position C-8 durch NaBHj nicht mehr reduzierbar
ist. Es wurde daher vermutet, die unbekannte

Cyanocobalamin: R = NHa.

Cyanoderivat der Verbindung I: Cyano-x-(3,6-di-
methylbenzimidazolyl)cobamsiiure-abdeg-pentaamid :
R=0H.

K., Miller, O, & Wagner, F, (1964) Advan. Enzymol. 26, 233 281,

13 Friedrich, W, & Bernhauer, K, (1959) in Medizin. Grundlagenforsch. (Bauer, K. F., Hrsg.) Bd. 2, 662715,

Thicme Verlag, Stuttgart.
11 Bernhauer,

K., Wagner, F., Wahl, D, & Glatzle, D, (1964) Biochem.

Z. 340, 5. 171 —185.
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CHy  CH,COR (c)

CH,CH,COKH, 1)

Abb. 2. Cyano-8-epicobalamin: R =NHo.,
Cyanoderivat der Verbindung 11:
Cynno-ct-(5,6-dimcthylhmzimidaza[ﬂj—8-cp£cobam-
siiurc-abdeg-pentaamid: R =0H.
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Cyanocobalamin-d-lactam: R =N} I,
Cy:umaﬁ{S.G—dimclhyIbcnzimid:unIyl)uob;un.\iiurcv
abeg-tetraamid-d-lactam: R=0H,

Ersatz des CN durch dAdo ergibt dic 5'-Desoxyadenosyleorrinoide.

1
Monocarbonsiiure 11 unterscheide sich dadurch
von I, dall wihrend der Reduktion von Cobal-
amin-c-lacton mit NaBH; entweder einc Epimeri-
sierung an C-8 oder eine Lactamringbildung von
der Propionamidgruppe o iiber C-8 stattfindet
(Abb. 2).
Wird dic Monocarbonsiure IT mit NHgz amidicrt,
so erhiilt man eine Verbindung, dic sich elektro-
phoretisch, IR- und UV-spektroskopisch  wie
Cobalamin verhiilt. Ihre papicrchromatographi-
schen Wanderungsgeschwindigkeiten in den FlicB-
mitteln A, B und D sind aber groBer als die des
Cobalamins (Tabelle). Aus willrigem  Accton
kristallisiert sic in tiefroten Nadeln.

10-¢ x[8]fgrad x cm z/dMaU ——

Abb. 3. CD-Spcktrum  von Dicyano-8-epicobalamin
( ) und Dicyanocobalamin (———-) in 0,1m KON,

Setzt man diese Verbindung mit N-Bromsuceinimid
in bekannter Weisel31 um, so entsteht praktisch
quantitativ. Cobalamin-c-lacton. Diese Oxidation
schlieBt das Vorliegen eines Lactamrings zwischen

Propionamidgruppe  und C-8 in Verbindung 11
aus, da ein solcher unter diesen Bedingungen nicht
gedffnet witrde, und festigt die Vorstellung, dab es
sich bei dieser Siure bzw. ihrem Amid um z- (5,6-
Dimethylbenzimidazolyl)-§-epicobamsiure- ~abdeg-
pentaamid bzw. 8-Epicobalamin handelt

Das CD-Spektrum  des 8—1—.plLubulnmma unter-
scheidet sich deutlich von dem des Cobalamins
(Abb. 3) und bestiitigt, daB die unbekannte Mono-
carbonsiiure ein C-8-Epimeres von ! und ihr Siiure-
amid 8-Epicobalamin ist,

8-Epicobinamid erhiilt man durch Nucleotid-
abspaltung mit wasserfreiem HF oder Ce(OH)3
aus 8-Epicobalamin. Es unterscheidet sich UV-
und IR-spektroskopisch, aber auch papierchro-
matographisch praktisch nicht von Cobinamid.
Wohl aber sind die CD-Spektren deutlich ver-
schieden (Abb. 4),

Die mikrobiologische Aktivitiit der 8-E picorrinoide
zeigt folgende Ubersicht:

(Wachstumswirkung bezogen auf Cobalamin = 100):

E. coli 113-3 L. leichmanii

(ATCC 9637) (ATCC 7830)
8-Epicobalamin 10 4
8-Epicobinamid 2 0
Cobinamid 20 0

Die Verbindungen T und 11 sind bei L. leichmanii
inaktiv. 13-Epicobinamid (Faktor Ia) ist bei £, coli
113-3 praktisch inaktiv[2],

Die Riickepimerisierung der 8-Epicorrinoide durch
P. shermanii in vivo und in vitro geht bemerkens-
wert leicht vor sich. Das einer P. shermanii-Kultur
zugesetzte 8-Epicobalamin wird vollstiindig in die
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Abb. 4. CD-Spektrum  von Dicyano-8-epicobinamid
(=—=)und Dicyanocobinamid (- -~} in 0,1n KCN.

lebenden Zellen aufeenommen und quantitativ in
Cobalamin umgewandelt. Ebenso wird 8-Epicobin-
amid von P. shermanii bei Zusalz von 5,6-Di-
methylbenzimidazol vollstindig in Cobalamin i ber-
gefiihrt. Dagegen wird 13-Epicobinamid (Faktor
Lajunter den gleichen Bedingungen nur 7u 1590151
15 Bernhauer, K., Becher, E. & Wilharm, G. (1959)
Arch. Biochem. Biophys. 83, 248 — 258,

schaften von 8-Epicorrinoiden Bd. 354 (1973
baw. 399 U161 in Cobalamin umgewandelt. Roh-
extrakte aus Acetontrockenbakierien von P. sher-
manii bilden aus §-Epicobalamin zu §0Y, dAdo-
Cobalamin. Dagegen wird unter den gleichen Be-
dingungen aus 13-Epicobinamid (Faktor [a) dic
dAdo-Verbindung!171 Riickepimerisierung
gebildet.

ohne

Die vollstindige Riickepimerisicrung der 8-Epi-
corrinoide durch P. shermanii in vivo und in vilro
stiitzt die Vermutung, daft dic Position C-8 eine
mdgliche Verkniipfungsstelle des Corrinoidmole-
kiils mit einigen Enzymproteinen istl7],

Wir danken fir die Aufnahmen der CD-Spektren den
Herren Dr. Bacher und Harders, Institut fir Mikro-
biologic und Molekularbiologic der Universitit Hohen-
heim.

Fir die Forderung dieser Arbeit danken wir Herrn
Professor K. Bernhaver., Herrn E. Fridrich danken wir
wir seine gewissenhafte Mitarbeit.

16 Vogelmann, H, (1967) Dissertat. TH Stuttgart,
17 Renz, P. (1963) Dissertat. TH Stuttgart,



