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Das Cobalt-koordinierende 5,6-Dimethylbenzimida-
zol(DMB)-Nucleotid ist ein Strukturmerkmal von Coen-
zym B12 und Methylcobalamin,[1,2] das die Reaktivit‰t dieser
metallorganischen Cofaktoren kontrolliert.[3,4] Sowohl das
DMB-Nucleotid als auch der funktionalisierte Corrin-Ring
spielen eine wichtige Rolle in der selektiven und starken
Bindung an B12-Apoenzyme. In letzter Zeit zeigte sich dabei,
dass eine Anzahl Coenzym-B12-abh‰ngiger Enzyme den B12-
Cofactor in einer unvorhergesehenen πBase-off™/πHis-on™-
Form binden,[5±7] wobei das DMB-Nucleotid durch ein
Histidin des Proteins vom Cobalt verdr‰ngt wird. Demgegen-
¸ber wird in einer 1999 verˆffentlichten Kristallstruktur der
Base-on-Bindungsmodus von Dioldehydratase an das Coen-
zym B12 beschrieben.[8] Wir berichten hier von einem gegen
das Coenzym B12 gez¸chteten monoklonalen Antikˆrper, der
die Base-on-Form nat¸rlicher B12-Analoga bindet, obwohl
diese in Lˆsung die Base-off-Form bevorzugen. Dieser B12-
Antikˆrper verursacht dementsprechend eine bislang nicht
beobachtete πumgekehrte™ koordinative Rekonstitution von
der Base-off- zur Base-on-Form, was zu einer signifikanten
ænderung der Reaktivit‰t des gebundenen B12-Coenzyms
f¸hrt.
W‰hrend des letzten Jahrzehnts haben sich Antikˆrper als

n¸tzliche Werkzeuge zur Katalyse einer Reihe bemerkens-
werter chemischer Reaktionen sowie als Rezeptoren f¸r die
Sondierung der Bindungsmechanismen von Liganden heraus-
gestellt.[9±14] Vielseitige Cofaktoren wie Coenzym B12 bieten
beachtliche Mˆglichkeiten zur Erweiterung der Chemie
dieser Systeme. Zur Erforschung der F‰higkeit von Anti-

kˆrpern, corrinoide Coenzyme zu binden und ihre chemische
Reaktivit‰t zu beeinflussen, haben wir monoklonale Anti-
kˆrper gegen Coenzym B12 1 gez¸chtet. Antikˆrper, die B12-
Derivate erkennen, sind zwar bereits bekannt,[15] ihre Bin-
dungseigenschaften wurden jedoch nicht spektroskopisch
untersucht.
F¸r die Immunisierung wurde Coenzym B12 1 mit einem

Bernsteins‰ure-Linker[16] (48 Haptene/TG) an das Tr‰gerpro-
tein Thyroglobulin (TG) gekoppelt. Es wurde eine Immun-
antwort gegen das TG-Hapten-Konjugat hervorgerufen und
anschlie˚end eine Gruppe monoklonaler Antikˆrper mit
guter Antigen-Erkennung mit herkˆmmlichen Methoden
erzeugt und gereinigt.[17] Nach einer ersten Selektion von 20
Antigen-bindenden Molek¸len durch Kompetitions-ELI-
SA[18] (enzyme-linked immunosorbent assay) wurde der
Antikˆrper 2C2 f¸r eine detaillierte Charakterisierung aus-
gew‰hlt, da er sowohl das DMB-Nucleotid als auch den
Corrin-Ring zu erkennen schien.
Antikˆrper 2C2 bindet 1 mit einer gesch‰tzten Dissozia-

tionskonstante (Kd) von 9.8� 2.6 mm. Wie in Tabelle 1 zusam-
mengefasst wird, werden Vitamin B12 2 (Schema 1) sowie

weitere B12-Derivate ‰hnlich effektiv gebunden. Dicyanoco-
binamid 3, ein die Nucleotid-Funktion nicht enthaltendes
Analogon von 1 und 2 ist der schw‰chste der untersuchten
corrinoiden Liganden. Weder Benzimidazol noch 2-Amino-
isopropylribazolphosphat[19] f¸r sich allein genommen kon-
kurrieren mit dem Antigen. Diese Resultate deuten darauf
hin, dass die Cobalt-koordinierende Nucleotid-Schleife als
Ganzes f¸r die Bildung des B12-Antikˆrper-Komplexes benˆ-
tigt wird. Als Test dieser Hypothese wurden auch Pseudo-
coenzym B12 4[20,21] und der Cob-5’-Desoxyadenosyl-Faktor A
5[21,22] als kompetitive Inhibitoren in Betracht gezogen. Diese
nat¸rlichen Coenzym-B12-Analoga unterscheiden sich von 1
durch den Ersatz der DMB-Base durch Adenin bzw. 2-
Methyladenin (Schema 1). UV/Vis-, CD- und 1H-NMR-
spektroskopische Untersuchungen deuten dabei darauf hin,
dass 4 und 5 in w‰ssriger Lˆsung haupts‰chlich in der Base-
off-Form vorliegen.[20,21] Wie angenommen binden diese Base-
off-Adenosylcobamide etwa 7- bzw. 3-mal so schlecht wie 1.
Die Konstitution der Nucleotid-Base und ihre intramoleku-
lare Wechselwirkung mit dem Cobalt-Zentrum spielt also
offensichtlich eine wichtige Rolle bei der Erkennung von
Corrinoiden durch den Antikˆrper 2C2.
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Tabelle 1. Scheinbare Ligandendissoziationskonstanten mit Antikˆrper
2C2.[a]

Ligand Kd [mm]

Coenzyme B12 1 10
Vitamin B12 2 65
Dicyanocobinamid 3 740
Pseudocoenzym B12 4 68
Adenosylfaktor A 5 29

[a] Bestimmt mit Kompetitions-ELISA.[18] Auf einer Microtiter-Platte
immobilisiertes Coenzym B12, das mit Rinder-Serum-Albumin konjugiert
war. Gebundener Antikˆrper wurde mit einem Konjugat aus Glucoseoxi-
dase und Ziegen-anti-Maus-IgG-Antikˆrper in Gegenwart und Abwesen-
heit verschiedener Liganden detektiert. Die Absorption bei 405 nm wurde
nach Entwickeln der Platten mit ABTS (2,2’’-Azino-di-3-ethylbenzthiazo-
linsulfonat) bestimmt.



Die Erkennungsf‰higkeiten von 2C2 wurden in weiteren
spektroskopischen Analysen untersucht. B12-Derivate zeigen
oberhalb von 300 nm charakteristische Absorptionen,[21,22] die
sich in Anwesenheit des farblosen Antikˆrpers leicht ver-
folgen lassen. Zugabe von 2C2 zu 1 verursachte eine kleine
Verschiebung im sichtbaren Bereich des UV/Vis-Spektrums
(von 524 nach 536 nm) sowie eine Abnahme des Extinktions-
koeffizienten um 8%. æhnliche ænderungen wurden bereits
bei anderen B12-Protein-Komplexen[23] beobachtet und deu-
ten darauf hin, dass sich das Koordinationsmuster am CoIII-
Corrin durch die Bindung von 1 an den Antikˆrper nur
unsignifikant ‰ndert. Demgegen¸ber lie˚en sich bei der
Bindung von 4 und 5 an den Antikˆrper drastische æn-
derungen beobachten. In diesen F‰llen verursachte die Zu-
gabe von 2C2 einen markanten Abfall der Absorption bei
463 nm sowie eine Zunahme bei 529 nm (Abbildung 1a). Die
Spektren der an 2C2 gebundenen 4 und 5 stimmen erstaunlich
gut mit dem des (Base-on) Coenzym B12 1 ¸berein (Ab-
bildung 1b). Demgegen¸ber hatte weder die Anwesenheit
von 2C2 (52 mm) einen Einfluss auf das Spektrum von 5’-
Desoxyadenosylcobinamid 6 noch Rinder-Serum-Albumin
auf dasjenige von 4 und 5.
Das Binden der Coenzym B12-Analoga 4 und 5 an 2C2

scheint dementsprechend von einer Koordination eines N-
Liganden an das Cobalt begleitet zu sein. UV/Vis-Spektren
kˆnnen jedoch nicht zuverl‰ssig zwischen der Koordination
der internen Nucleotid-Base und der eines externen Histidins
unterscheiden. Nicht zuletzt der Unf‰higkeit dieser Metho-
den, die axialen N-Liganden in Adenosyl-Cobamiden zu
identifizieren, ist die sp‰te Entdeckung der jetzt wohlbe-
kannten Base-off/His-on-Form von Protein-gebundenem 1 in
Enzymen wie Methylmalonyl-CoA-Mutase[6] und Glutamat-
mutase[7,24] zuzuschreiben.
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Abbildung 1. a) UV/Vis-Spektren von Pseudocoenzym B12 4 und von dem
5’-Desoxyadenosyl-Faktor A 5 in w‰ssrigem Puffer (10 mm Phosphat,
160 mm NaCl), pH 7.4; blau, bzw. gr¸n) und in der Gegenwart von ca. 20 mm
Antikˆrper 2C2 (schwarz bzw. rot). b) UV/Vis-Spektren w‰ssriger
Lˆsungen von Coenzym B12 1 bei pH 8 (Base-on-Form von 1; rote Kurve)
und bei pH 1 (protonierte Base, Base-off-Form von 1; blaue Kurve).

Schema 1. Strukturformel von Vitamin B12-Derivaten. Links: πkomplette Corrinoide™ in ihrer Base-on-Form mit einer DMB-Base und verschiedenen
Liganden R. Mitte: Die vorherrschende Base-off-Konstitution der πkompletten Corrinoide™ mit einer Adenin-Base. Rechts: Cobinamide als πinkomplette
Corrinoide™ (Ado¼ 5’-Desoxy-5’-adenosyl).



Basierend auf der Annahme, dass 2C2 die
stabilere Base-on-Form von Coenzym B12 1
erkennt, erschien es nun plausibel, dass der
Antikˆrper die Adenin-Base von Pseudo-
coenzym B12 4 und 2-Methyladenin im Ade-
nosyl Faktor A 5 zur Cobalt-Koordination
zwingen kˆnnte. Die Base-on-Form (4b und
5b) dieser Coenzym B12-Analoga wurde
zwar bisher noch nicht beobachtet, ist
jedoch f¸r die F‰lle der entsprechenden
Cyano-CoIII-Corrine, Pseudovitamin B12
und Faktor A bekannt.[25] Die Verwendung
von Bindungsenergie zur Verschiebung der
in Lˆsung auf Seite des Base-off-Form
liegenden Gleichgewichts w¸rde die im
Vergleich mit 1 geringeren Affinit‰ten von
4 und 5 gegen¸ber 2C2 zumindest teilweise
erkl‰ren.
Transfer-NOE-Experimente mit 5 und

2C2 wurden durchgef¸hrt, um den Bin-
dungsmodus des Corrinoids in der aktiven
Tasche des Antikˆrpers zu bestimmen. Die
Messungen der Kreuz-Relaxationen liefern
Informationen ¸ber den Spin-Transfer zwi-
schen gebundenen und freien Protonen
durch schnellen chemischen Austausch.[26,27]

Das NOESY-Spektrum von 5 in Gegenwart
von 2C2 zeigt eine allgemeine Zunahme der
NOE-Intensit‰ten, sowie spezifische Zu-
nahmen der Kreuzpeaks zwischen dem
heteroaromatischen Proton H(8N) der 2-
Methyladenin-Base und den Corrin e- und
f-Seitenketten von 5 (Abbildung 2). Die
letzteren Protonen stehen in der Base-off-
Form in Lˆsung nicht r‰umlich nah zuei-
nander, sind jedoch anscheinend in der
Antikˆrper-gebundenen Form so nah bei-
einander, wie man es von einer Base-on-
Konstitution des Corrinoids erwartet (Ab-
bildung 2).
Alle experimentellen Daten unterst¸tzen

also die Folgerung, dass der B12-Antikˆrper
2C2 vorzugsweise Adenosyl-Corrinoide in
einer Base-on-Konstitution bindet, was der
Programmierung durch das Hapten ent-
spricht. Eine derartige Bindung von Pseu-
docoenzym B12 4 und seines Homologen 5 bedarf der Bildung
einer Cobalt-Stickstoff-Bindung sowie (nach g‰ngigen Vor-
stellungen[3,4]) des Ersatzes eines Cobalt-gebundenenWasser-
Molek¸ls. Die hier beobachtete Restrukturierung Base-off zu
Base-on, ist die Umkehr jener, die beim Binden von
Coenzym B12 im Base-off/His-on-Modus der Kohlenstoffge-
r¸st-Mutasen beobachtet wird.[6,7,24]

Der durch den Antikˆrper hervorgerufene Base-off/Base-
on-Wechsel beeinflusst die chemische Reaktivit‰t des Corri-
noids. Zum Beispiel h‰ngt die Umsatzrate von Adenosylco-
bamiden (wie etwa 1, 4 und 5) zu Dicyanocobamiden von der
Koordination der Nucleotid-Base ab.[22] In Gegenwart eines
2.5-fachen ‹berschusses an Antikˆrper wurde die Reaktion

mit Cyanid gegen¸ber derjenigen in Abwesenheit des Pro-
teins um ¸ber 90% verlangsamt (Bedingungen: 15 mm 2C2,
6 mm B12, 4 mm KCN in Phosphatpuffer, pH 7.5; T¼ 25 8C;
spektrophotometrische Beobachtung bei 368 nm: relative
Raten: k4þ2C2/k4�2C2¼ 0.096; k5þ2C2/k5�2C2¼ 0.040). Der Base-
off/Base-on-Wechsel dieser B12-Derivate beeintr‰chtigt also
die F‰higkeit der Metallzentren, mit dem Cyanid-Nucleophil
zu reagieren. Folglich befindet sich diese Beobachtung im
Einklang mit dem bereits bekannten πtrans-Effekt™ der
Nucleotid-Koordination auf die metallorganische Reaktivit‰t
πvollst‰ndiger™ Corrine.[3,4,22]

Eine 1994 verˆffentlichte Kristallstruktur eines Apta-
mers[28] f¸r Vitamin B12 zeigte, dass die RNA-Struktur (aus-
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Abbildung 2. Oben: Ausschnitte von 500 MHz 1H-NMR-Spektren von 5 in Gegenwart (links,
NOESY-Spektrum) und Abwesenheit des Antikˆrpers 2C2 (rechts, ROESY-Spektrum) mit NOE-
Korrelationen des H(8N)-Signals (bei d¼ 7.86 und 7.88 ppm). Die Spektren wurden in einer 50 mm

Kaliumphosphat-Puffer-Lˆsung aufgenommen, 100 mm NaCl bei pH 7.5 und 26 8C; [5]¼ 1.5 mm

und [2C2]¼ 50 mm. Das NOESY-Spektrum von 5 ohne 2C2 zeigt nur sehr schwache Signale, da
sich die Korrelationszeit des B12-Derivates und die kritische Korrelationszeit bei 500 MHz
gleichen. H(8N) der Cobalt-koordinierten DMB-Base in 1 ist weniger als 3.5 ä (πthrough space™)
von den H-Atomen an den Positionen 1A, 131(Hre und Hsi), 172(Hsi) des Corrin-Rings und 4R des
Ribose-Segments entfernt. (Bemerkung: Das Signal bei d¼ 1.5 ppm ist ein Artefakt). Unten: Der
konstitutionelle Base-off/Base-on-‹bergang πkompletter™ Cobamide durch (de)-Koordination
ihrer Nucleotid-Base am Corrin-gebundenen Cobalt-Zentrum.
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In ca. 30% aller menschlichen Tumoren sind die kodieren-
den Gene der Ras-Proteine mutiert.[1,2] Ihre korrekte bio-
logische Funktion h‰ngt entscheidend von ihrer posttrans-
lationalen Modifizierung mit Lipidresten ab. Oncogenes Ras
wirkt nur dann als molekularer Schalter beim Weiterleiten
wachstumsfˆrdernder Signale, wenn es am C-Terminus S-
farnesyliert und nachfolgend an der Plasmamembran lokali-
siert wird. Daher sind Inhibitoren der Proteinfarnesyltrans-
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schlie˚lich) den Corrin-Ring von Cobalamin bindet.[29] In
dieser Arbeit haben wir Coenzym B12 1 zur Bildung eines
Antikˆrpers verwendet, der selektiv die Base-on-Form von 1
und anderer B12-Coenzyme erkennt. Die Nucleotid-Schleife,
ein den Base-on-Formen vollst‰ndiger Cobamide vorbehal-
tenes Strukturmotiv, steuert die Reaktivit‰t der Cobalt-
Corrine[3,4] und dient au˚erdem als bisher kaum untersuchtes
Erkennungsmerkmal der selektiven Interaktion mit B12-binden-
den Proteinen.[8] Der Antikˆrper 2C2 erkennt die intakte DMB-
Nucleotid-Schleife und bewirkt die Bildung der Base-on-Form
von Coenzym B12-Analoga, deren Strukturen in Lˆsung ¸ber-
wiegend Base-off sind. Es kann sich dabei um ein funktionales
Modell f¸r nat¸rliche B12-bindende Proteine, beispielsweise den
(menschlichen) Intrinsischen Faktor und Transcobalamin han-
deln.[23] Diese wichtigen B12-Rezeptoren binden vorzugsweise
Cobamide mit einem DMB-Nucleotid[23,30] und sind selektiv
bez¸glich strukturell verwandter B12-Derivate, die auch in
Lˆsung eine Base-on-Konstitution vorziehen.
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