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Bei einigen der Coenzym-B12-abhängigen Enzyme wurde
nachgewiesen, daû im Enzym-Coenzym-Komplex der axiale
Dimethylbenzimidazol-Ligand des Cobaltions durch den
Imidazolylrest eines Histidins der Polypeptidkette substituiert
wird.[1] Sowohl zwei Kristallstrukturanalysen[2, 3] als auch die
ESR-Spektren des Komplexes mit 15N-markierten Apoenzy-
men und nicht markiertem Coenzym führten zu dieser
unerwarteten Erkenntnis.[4, 5]

Das ESR-Spektrum von Cob(ii)-alamin zeichnet sich unter
anderem durch ein Oktett von Tripletts aus. Die Hyperfein-
aufspaltung, die zum Oktett führt, ist durch die Wechselwir-
kung des ungepaarten Elektrons mit dem 59Co-Kern
[I(59Co)� 7/2] bedingt.[6, 7] Die Wechselwirkung des axialen
(aber nicht der äquatorialen) Stickstoffliganden mit dem
ungepaarten Elektron, das sich hauptsächlich im dz2 -Orbital
aufhält, bewirkt eine Superhyperfeinaufspaltung, die im Falle
von 14N [I(14N)� 1] zu einem Triplett führt (Intensitätsver-
hältnis der Linien� 1:1:1). Ersetzt man 14N durch das schwer-
ere Isotop 15N [I(15N)� 1/2], so führt die Superhyperfeinauf-
spaltung entsprechend zu einem Dublett.

In letzter Zeit mehrten sich Hinweise darauf, daû die Art
der Bindung nicht für alle Coenzym-B12-abhängigen Enzyme
gleich ist, vielmehr unterscheidet man zwischen ¹Base-offª-
und ¹Base-onª-Klassen.[8, 9] Bei dieser Klasse von Enzymen
soll der Dimethylbenzimidazol-Ligand im enzymgebundenen
Zustand an das Cobaltion koordiniert bleiben. Um einen
direkten Nachweis für die ¹Base-onª-Bindung für Dioldehy-
dratase aus Salmonella typhimurium zu erhalten, syntheti-
sierten wir Coenzym-B12, in dem eines der Stickstoffatome
des Dimethylbenzimidazol-Liganden 15N-markiert war (Sche-
ma 1).

3,4-Dimethylanilin 1 wurde mit Na15NO3 in konz. Schwe-
felsäure nitriert und das entstandene 4,5-Dimethyl-[2-15N]ni-
troanilin 2 katalytisch zu [1-15N]1,2-Diamino-4,5-dimethyl-
benzol 3 reduziert. Die Umsetzung von 3 mit konz. Amei-
sensäure lieferte [1-15N]5,6-Dimethylbenzimidazol 4,[10] das
kristallin (Schmp. 200 8C) erhalten wurde und mit Propioni-

Schema 1. Synthese von Coenzym-B12, in dem eines der Stickstoffatome
des Dimethylbenzimidazol-Liganden 15N-markiert ist. a) Propionibakte-
rien.

bakterien biosynthetisch in Vitamin-B12 5 eingebaut wurde.
Das 1H-NMR-Spektrum von 5 lieû eindeutig eine geminale
1H-15N-Kopplung erkennen. Durch Reduktion von 5 mit
NaBH4 und weitere Umsetzung mit 5'-Tosyladenosin[11, 12]

wurde schlieûlich das im Dimethylbenzimidazol-Liganden
15N-markierte Coenzym-B12 6 erhalten.

Das für Dioldehydratase aus Salmonella typhimurium
kodierende Gen[13] wurde in den Expressionsvektor pT7.7[14]

umkloniert und in E. coli BL21(DE3) überexprimiert. Nach
dem Aufschluû der Zellen durch Ultraschall befand sich das
Enzym in den unlöslichen Zelltrümmern,[15] die durch Zentri-
fugieren von den löslichen Proteinen abgetrennt wurden. Die
Extraktion des membrangebundenen Enzyms mit Natrium-
cholat (46 mm) lieferte lösliche Dioldehydratase, die durch
Gelfiltration (Pharmacia, HiLoad 26/60, Superdex 200 prep
grade) in Gegenwart von 125 mm 1,2-Propandiol und 23 mm
Natriumcholat gereinigt wurde. Das Enzym war elektrophore-
tisch rein und hatte eine spezifische Aktivität von 95 Umgÿ1.

Zur Messung des ESR-Spektrums[16] wurde die Enzymlö-
sung auf 60 mg mLÿ1 (250 mm) eingeengt, und 250 mL wurden
während 30 min bei 37 8C mit 60 nmol Coenzym-B12 unter
Lichtausschluû inkubiert. Durch Gelfiltration auf einer Se-
phadex-G-25-Säule wurde daraufhin eventuell noch vorhan-
denes freies Coenzym vom Holoenzym abgetrennt. Die hohe
Auflösung des axialen Spektrums bei niedrigem Feld (2700 ±
3000 G) spricht ebenfalls für die Bindung des Coenzyms
durch das Enzym. Nach Zugabe von 60 nmol Glykolaldehyd
wurden die Proben in ESR-Röhrchen überführt und 24 h bei
Raumtemperatur ohne Lichtausschluû stehen gelassen. Das
einstrahlende Licht führte zur Homolyse der Cobalt-Kohlen-
stoff-Bindung unter Bildung von Cob(ii)-alamin und einem
organischen Radikal. Zur Kontrolle wurde mit einer Probe
des freien Coenzyms in einem Kaliumphosphat-Puffer
(50 mm, pH 6.8) mit 10 % Glycerin und 5 % 1,2-Propandiol
genauso verfahren.

Abbildung 1 zeigt das ESR-Spektrum des freien, nicht
markierten Cob(ii)-alamins und den vergröûerten Ausschnitt
im Bereich von 3400 G. In Abweichung davon weist der
gleiche Ausschnitt des Spektrums von Cob(ii)-alamin mit
[1-15N]Dimethylbenzimidazol als Ligand nicht ein Triplett,
sondern ein Dublett auf (Abb. 2). Obwohl bei diesem
Markierungsmuster die Hälfte der Liganden über ein 14N-
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Abb. 1. ESR-Spektrum des freien nicht markierten Cob(ii)-alamins (oben)
und Vergröûerung des Tripletts bei 3400 G (unten). Intensität I in
willkürlichen Einheiten.

Abb. 2. ESR-Spektrum des freien im Dimethylbenzimidazol-Liganden
15N-markierten Cob(ii)-alamins (oben) und Vergröûerung des Dubletts bei
3400 G (unten). Intensität I in willkürlichen Einheiten.

Atom an das Cobaltion koordinieren sollte, wird offensicht-
lich das Triplett überdeckt. Auch bei der Simulation des ESR-
Spektrums im selben Bereich von 3400 G (Abb. 3) ist bei
einer Linienbreite von 8 G die durch 14N bedingte Superhy-
perfeinaufspaltung nicht zu erkennen. Das gemessene Spek-

Abb. 3. a), b) Simulierte ESR-Teilspektren (3350 ± 3470 G) für das freie
(nicht enzymgebundene) Cob(ii)-alamin in Lösung. In (a) ist das erwartete
Spektrum bei Koordination des Cobaltions durch 14N und in (b) das
entsprechende Spektrum bei Koordination durch 15N gezeigt. c) Sum-
me von (a) und (b). d) Entsprechender Ausschnitt des gemessenen
Spektrums.

trum entspricht der Überlagerung der Superhyperfeinauf-
spaltungen, die durch die Koordination der beiden Stickstoff-
atome an das Cobaltion hervorgerufen werden.

Die ESR-Spektren der Dioldehydratase-B12-Inhibitor-
Komplexe sind diesen Spektren ähnlich, doch bestehen einige
Unterschiede (Abb. 4). Das ausgeprägte Signal des Inhibitor-

Abb. 4. ESR-Spektrum des an Dioldehydratase gebundenen nicht mar-
kierten Cob(ii)-alamins (oben) und Vergröûerung des Tripletts bei 3400 G
(unten). Intensität I in willkürlichen Einheiten.

radikals bei 3300 G (g� 2) läût die Superhyperfeinaufspal-
tungen bei kleineren magnetischen Feldstärken nicht erken-
nen, doch ist die Superhyperfein-Multiplettstruktur bei stär-
kerem Feld klar zu sehen. Der Ausschnitt bei 3400 G enthält
ein Triplett für den Enzymkomplex mit dem nicht markierten
Cob(ii)-alamin, während im Spektrum des Kompexes mit
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Abb. 5. ESR-Spektrum des an Dioldehydratase gebundenen und im
Dimethylbenzimidazol-Liganden 15N-markierten Cob(ii)-alamins (oben)
und Vergröûerung des Dubletts und des unvollständig überdeckten
Tripletts bei 3400 G (unten). Intensität I in willkürlichen Einheiten.

[15N]Cob(ii)-alamin ein Dublett zu sehen ist (Abb. 5). Be-
merkenswerterweise ist die Kopplungskonstante AN beim
freien Cob(ii)-alamin kleiner als beim enzymgebundenen
Coenzym: Im Spektrum des freien Cob(ii)-alamins beträgt
AN� 18 G für das nicht markierte (14N) und 26 G für das 15N-
markierte Coenzym. Das Verhältnis der Kopplungskonstan-
ten A15N/A14N entspricht dem theoretisch erwarteten Quotien-
ten von 1.44 der gyromagnetischen Verhältnisse beider Kerne.
Die Cobaltkopplungskonstante beträgt 105 G.

Beim enzymgebundenen Cob(ii)-alamin beträgt AN� 20 G
für das nicht markierte (14N) und 31 G für das 15N-markierte
Coenzym. Hier beträgt das Verhältnis der Kopplungskon-
stanten 1.5. Da sich die experimentell bestimmte Kopplungs-
konstante aus der Summe der überlagerten Spektren ergibt,
fällt sie gröûer aus, als für die des nicht markierten Coenzyms
zu erwarten gewesen wäre. Diese Schluûfolgerung wird durch
die simulierten Spektren (Abb. 6 a, b) bestätigt. Bei diesen
haben wir Kopplungskonstanten von 20 G für 14N und 28 G
für 15N zugrundegelegt (der Quotient der gyromagnetischen
Verhältnisse der Kerne ist somit 1.4, als Linienbreite wurde
6 G angenommen). Das simulierte Spektrum (Abb. 6 c) im
Bereich von 3400 G spiegelt die Meûergebnisse wider: Die
Summe der simulierten Einzelspektren liefert auch hier
ein Spektrum, das mit dem gemessenen übereinstimmt
(Abb. 6 d).

Wir haben Glycolaldehyd als ¹Suicideª-Inhibitor gewählt,
weil dieser Aldehyd die sofortige Homolyse der Cobalt-
Kohlenstoff-Bindung im Dioldehydratase-gebundenen Coen-
zym-B12 bewirkt.[17] Höchstwahrscheinlich abstrahiert das
dabei entstandene 5'-Desoxyadenosylradikal ein H-Atom
vom Glycolaldehyd, und es entsteht das stabile enzymge-

Abb. 6. a), b) Simulierte ESR-Teilspektren (3350 ± 3450 G) für das enzym-
gebundene Cob(ii)-alamin in Lösung. In (a) ist das erwartete Spektrum bei
Koordination des Cobaltions durch 15N und in (b) das entsprechende
Spektrum bei Koordination durch 15N gezeigt. c) Summe von (a) und (b).
d) Entsprechender Ausschnitt des gemessenen Spektrums.

bundene Inhibitorradikal. Dieses Radikal wird derzeit von
uns charakterisiert. Den hier vorgestellten Resultaten zufolge
bindet Dioldehydratase das Coenzym-B12 eindeutig in der
¹Base-onª-Form.
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