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Molekulare Schalter vorliegt (Base-off; Abbildung 1).%* Coenzym B,, (1)"! und

B,,-retro-Riboschalter: konstitutionelles Schalten
von B,,-Coenzymen durch Nucleotide**
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Die Entdeckung der ,,Bj,-Riboschalter* zeigte einen neuar-
tigen Mechanismus genetischer Kontrolle auf und betonte die
biologische Relevanz der direkten Wechselwirkung zwischen
RNA und B,,-Coenzymen.!"? B ,-Riboschalter sind natiirli-
che Boten-RNAs (mRNAs), die Coenzym B, (1) binden und
dann einen Konformationsiibergang (switch) durchlaufen;
dadurch wird die Bildung von Proteinen inhibiert, die in der
B,,-Biosynthese oder im B,,-Transport relevant sind.
Kiinstliche RNA-Sequenzen, die kleine Molekiile, so auch
Vitamin By, fest binden, wurden schon mithilfe chemischer
In-vitro-Evolutionsexperimente hergestellt.***! Diese Studi-
en lieferten Informationen iiber die faszinierende funktionel-
le Vielfalt von RNA.[

Das komplementédre Phdnomen — Strukturdnderungen im
gebundenen B,,-Cofaktor, die durch eine RNA-Umgebung
hervorgerufen werden — hat mit der Entdeckung der B,-
Riboschalter stark an Bedeutung gewonnen. Schon die
,kompletten“ B,,-Derivate kénnen fiir sich allein genommen
als molekulare Schalter!”? betrachtet werden, in denen die
Nucleotidbase entweder koordiniert (Base-on) oder frei
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Methylcobalamin (2) enthalten 5,6-Dimethylbenzimidazol
(DMB) in der Nucleotid-Funktion, auf der die variable
Struktur der natiirlichen ,,kompletten® Cobamide beruht.®?
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Abbildung 1. B,, — ein ,molekularer Schalter": Eine Dimethylbenzimid-
azol(DMB)-Nucleotidbase kann im Fall der von Coenzym B, (1) abge-
leiteten Cobalamine (Cbl) koordinieren (Base-on-Form, Cbl,,) oder frei
vorliegen (Base-off-Form, Cbl). Protonierung an DMB resultiert in
(H-Cblyg) ™ und Abspaltung der Base vom Cobaltzentrum. (K,,=
[Cblepl/[Cbloe], Kax = [COlulHT/I(H-Chlog) T, Kouseor= (14 Kon) Kaz)-

Die Nucleotid-Einheit in B,, koénnte als Uberbleibsel einer
Wechselwirkung von Corrinoiden mit einer Nucleotid-Um-
gebung gedeutet werden.

Um die chemischen Konsequenzen der Wechselwirkung
von Bj,-Derivaten mit einer Nucleotid-Umgebung in kova-
lent verkniipften Modellverbindungen zu erforschen, synthe-
tisierten wir ausgehend von Vitamin B,, (3) Konjugate der
B,,-Cofaktoren 1 und 2 mit (Desoxy)Nucleotiden. Wir be-
schreiben hier zwei organometallische B,,-Nucleotide, Na-4
(ein RNA-Konjugat von 1) und Na-5 (ein DNA-Konjugat von
2, siche Abbildung 2), als Bj,-retro-Riboschalter, in denen die
kovalente Anbindung des (Desoxy)Nucleotids bei der Bil-
dung der Base-off-Form behilflich sein soll (siche Abbil-
dung 1).
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Abbildung 2. Links: Coenzym B,, (1, Adenosylcobalamin, R=>5"-Adenosyl, R"=H), Methylcobalamin (2, R=CHj, R'=H), Vitamin B,, (3, Cyano-
cobalamin, R=CN, R'=H,), Cog-Cyano-5'-acetylcobalamin (8, R=CN, R'=Acetyl), Cop-(3-Carboxypropyl)-5"-acetylcobalamin (9, R= (CH,);-CO,H,
R'=Acetyl). Rechts: Na-4 (R=5"-Adenosyl, R'=0OCH,, R”"=H, B=Guanin), Na-5 (R=CH,, R"=H, R”=Acetyl, B=Thymin) und Na-11 (R=CH,,
R'=R"=H, B=Thymin) in den Base-off-Formen Na-4, Na-5, und Na-11.

Die Synthese von Na-4 und Na-5 verlief iiber die Cyano-
corrinoide Na-6 und Na-7. Zur Einfithrung der DNA- oder
RNA-Fragmente an O2R wurde das Bj,-Substrat reversibel
an eine Festphase gebunden und mit den entsprechenden
Phosphoramiditen! umgesetzt (Schema 1):? Ausgehend
von 3 wurde Cog-cyano-O5R-acetyl-cobalamin (8) erhalten,
das in Cop-(3-carboxypropyl)-O5R-acetyl-cobalamin (9) um-
gewandelt wurde. Dieses Zwischenprodukt wurde auf einem
aminofunktionalisierten Tentagel-Harz verankert,"! wo-
durch der rote Feststoff 10 erhalten wurde, der bei Raum-
temperatur mit 5 O-Dimethoxytrityl-2'O-methyl-N2-(4-iso-
propylphenyl)-oxyacetyl-guanosyl-3'O-(3-cyanoethyl-N,N-
diisopropyl)-phosphoramidit (DMT-mGi* ) gekuppelt

f—
Fest-

I
CHy=CHy=CHy=C—NHMWE e

N
OC—CH;
o

|:> 9: R =(CH,);-CO,H; R'=Ac 10
———» Na-6 — Na-4

E»s: R=CN,R'=Ac
3 R=CN,R'=H

-—— Na-7— Na-5

Schema 1. Synthese der metallorganoischen B,,-Nucleotide Na-4 und
Na-5 iiber das festphasengebundene Derivat 10.
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wurde. Ein modifiziertes Oxidations-Entschiitzungs-Proto-
koll inklusive lichtinduzierter Abspaltung von der Festpha-
sel” ergab Cog-cyanocobalamin-(3"—O2R)-guanyl-3"-at
(Na-6). Ein entsprechendes Protokoll mit 5'O-Dimethoxy
trityl-2’-desoxythymidyl-3' O-(-cyanoethyl-N,N-diisopropyl)-
phosphoramidit (DMT-T) unter Verwendung von Triethyl-
amin/Pyridin (1:1) zur Entschiitzung!? lieferte das Cyano-
corrinoid Na-7.

Zur Synthese von Na-4 wurde Na-6 in Methanol elektro-
chemisch zum Cob()alamin-(3"—O2R)-guanyl-3"-at redu-
ziert,'”) das mit 5'-Desoxy-5'-chloradenosin in Cop-(5'-Des-
oxyadenosyl)-cobalamin-(3"— O2R)-guanyl-3"-at (Na-4)
iiberfithrt wurde (74 % Ausbeute). Kristallines rotes Nat-
rium-Cog-methyl-O5 R-acetyl-cobalamin-(3"— O2R)-2"-des-
oxythymidyl-3"-at (Na-5) wurde analog durch elektrochemi-
sche Reduktion von Na-7 und Methylierung des Cobaltzen-
trums mit Methyliodid erhalten (81 % Ausbeute).'”

Die Summenformeln aller neuer Verbindungen wurden
massenspektrometrisch iiberpriift, und spektroskopische Un-
tersuchungen bestétigten die Strukturen und die vorgeschla-
gene Base-on-Konstitution der Cyanocorrinoide Na-6 und
Na-7 (sieche Hintergrundinformationen). Die Absorptions-
maxima im sichtbaren Bereich der UV/Vis-Spektren von
Na-4 und Na-5 waren bei Raumtemperatur jedoch gegeniiber
den Referenzverbindungen 1 und 2 hypsochrom verschoben.
Das UV/Vis-Spektrum von Na-4 in wissriger Losung (pH 7)
zeigte ein Absorptionsmaximum bei A, =473.5 nm, was
einer Verschiebung um etwa 50 nm zu kiirzeren Wellenlédngen
gegeniiber dem Wert fiir 1 entspricht (Abbildung 3 a). Durch
den Vergleich mit den Absorptionskoeffizienten (523 nm)
von 1 und der protonierten Base-off-Form (H-1)* lisst sich
aus dem Spektrum des RNA-Konjugats Na-4 die Lage des
Base-on/Base-off-Gleichgewichts abschétzen: Bei Raumtem-
peratur liegen 38 % in der Base-off-Form (Na-4.;) und 62 %
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Abbildung 3. a) UV/Vis-Spektren bei 26°C von Na-4 (rot) und Base-on-
1 (schwarz) (¢=0.00034 m, Phosphatpuffer, 1 mm, pH 7.0) sowie von
Base-off-1 (gestrichelte Linie, c=0.00034m, 0.1 M HCl, pH 1).
b) UV/Vis-Spektren von Na-5 bei unterschiedlichen Temperaturen
(¢=0.00049 m, Phosphatpuffer, 10 mm, pH 7.0). Einschub: AG,-T-Dia-
gramm fiir das Base-off/Base-on-Gleichgewicht von Na-5 (Details
siehe Hintergrundinformationen).

in der Base-on-Form (Na-4,,) vor, was einem Wert von AG, =
—1.2 kJmol ! entspricht. Na-4,, ist demnach deutlich weniger
stabilisiert als die stark iiberwiegende Base-on-Form von
Coenzym B, (1).'¥

Auch fiir das Cog-methyl-cobalaminat Na-§ ist das Ab-
sorptionsmaximum (4,,,, =515 nm) verglichen mit Methylco-
balamin (2) hypsochrom verschoben (um ungefihr 13 nm).
Im Unterschied zu den Beobachtungen fiir 2 zeigt das
Spektrum des organometallischen DNA-Konjugats Na-5
eine ausgeprigte Temperaturabhingigkeit (siche Abbil-
dung 3b und die Hintergrundinformationen). Das Absorpti-
onsmaximum bei ungefidhr 518 nm in bei tiefen Temperaturen
aufgenommenen Spektren von Na-5 wandert zu 466 nm bei
hoheren Temperaturen, was eine Verschiebung des Gleich-
gewichts zugunsten der Base-off-Form aufzeigt. Die Tempe-
raturabhingigkeit der UV/Vis-Spektren von Na-5 wurde
unter Verwendung der Extinktionskoeffizienten von 2 und
(H-2)" in wissriger Losung (bei pH 7 bzw. pH 1) abgeschétzt:
Ein Zweizustandsmodell lieferte Werte von AH,=—40
(£3)kJmol™ und AS;=—115(+£7) JK'mol™" (anhand des
Verhiiltnisses von Base-on- zu Base-off-Form, siche Hinter-
grundinformationen). Unter vergleichbaren experimentellen
Bedingungen waren diese thermodynamischen GroBen fiir 2
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AH,=—31.6(+1.6) kimol " und AS, = —55.2(£ 5.3) JK ' mol
(siehe auch Lit. [15]).

Sowohl die Enthalpie als auch die Entropie, die fiir das
DNA-Konjugat Na-5 berechnet wurden, sind stidrker negativ
als die fiir 2 erhaltenen Werte. Der Betrag des Entropieanteils
ist mehr als doppelt so groB3, und die Temperaturabhingigkeit
der Base-on/Base-off-Schaltung ist in Na-5 entsprechend
stiarker ausgeprigt: Die Gleichgewichtskonstante K,,(Na-5)
sinkt von etwa 10 bei 25°C auf 0.8 bei 80°C.[') Bei 2 liegt das
Base-on/Base-off-Gleichgewicht hingegen im gesamten Tem-
peraturbereich deutlich auf der Seite der Base-on-Form, mit
K,,(2) =93 bei 25°C bzw. 62 bei 80°C.["! Diese Werte sind
etwa 10(bzw. 80)-mal groBer als diejenigen fiir Na-5, was
bedeutet, dass AG, des Gleichgewichts von Na-5 um ungeféahr
—9(—13) kI mol ™! giinstiger fiir die Base-off-Form Na-5 ist.

Da die Protonierung der DMB-Base in Cobalaminen zu
deren Abspaltung vom Cobaltzentrum und damit zur Base-
off-Form fiihrt (Abbildung 1),">'" kann die Basizitit , kom-
pletter” Corrinoide als Maf} der Stabilisierung der Base-on-
Form interpretiert werden. Anhand der pH-Abhéngigkeit der
UV/Vis- und CD-Spektren von Na-5 (siche Hintergrundin-
formationen) wurde ein pK,(H-5)-Wert von 3.78(+0.02)
ermittelt, der um ca. 0.9 hoher ist als pK,(H-2)*.'"! Das Ton
5~ ist demnach ca. 6-mal basischer als 2, was mit einer weniger
stark koordinierenden DMB-Base in Na-5 im Einklang ist.

Kristalle des Bj,-Nucleotids Na-5 aus wasserhaltigem
Aceton waren nicht fiir die Strukturanalyse geeignet, wohin-
gegen mit Kristallen, die iiber einen Zeitraum von 18
Monaten bei 5°C aus Wasser erhalten wurden, eine rontgen-
kristallographische Analyse mit einer Auflosung von 1.02 A
gelang'¥ Diese Kristalle enthielten Na-11, den Natrium-
komplex der desacetylierten Base-on-Form von Na-5 (Abbil-
dung 4). Derartige Desacetylierungen wurden schon bei
anderen OS5R-acylierten Bj,-Derivaten in wéssriger Losung
beobachtet.

Die Struktur von Na-11 im Kristall zeigt die Base-on-
Form eines ,.kompletten* Cog-Methylcorrinoids, in dem die

Abbildung 4. Struktur des Base-on-DNA-Konjugats Na-11 im Kristall.
Die Wasserstoffbriicken sind durch gestrichelte Linien angedeutet.
C grau, N blau, O rot, Na gelb, P violett.
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DMB-Base an das Cobaltzentrum koordiniert. Die axiale
(Co-N3N)-Bindung ist mit 2.15 A etwas kiirzer als in Me-
thylcobalamin (2),) ansonsten sind die Strukturcharakteris-
tika der Cobalamin-Segmente von Na-11 und 2 vergleichbar.
Die gegenseitige Anordnung der 2”-Desoxythymidyl-3"-at-
und der Cobamid-Gruppen ist durch zwei Wasserstoffbrii-
cken klar definiert (Abbildung 4). Zwischen dem verbrii-
ckenden O-Atom O3R1 des 2"-Desoxythymidyl-3'-ats und
der Methylgruppe H;C(1A) existiert ein nichtbindender
Kontakt (siehe Hintergrundinformationen fiir die Benennung
der Atome). Das Natrium-Gegenion bindet an OP1 (des 2"-
Desoxythymidyl-3'-at-Phosphats) und OP; (der B,,-Nucle-
otidschleife) unter Bildung eines bislang nicht bekannten
natriumhaltigen Neunrings. Zusétzlich koordinieren vier
Wassermolekiile an das Metallion, das folglich verzerrt-
oktaedrisch koordiniert ist (die Natrium-Ligand-Bindungs-
langen nehmen charakteristische Werte an). Diese natrium-
verbriickte Base-on-Form im Kristall stimmt gut mit den
Ergebnissen einer NMR-Studie'® von Na-5 in wissriger
Losung bei niedrigen Temperaturen iiberein. Die Base-off-
Form (Na-5) ist hingegen weniger klar definierbar; 5 sollte
flexibler sein als 5,, und das Natrium-Ion weniger fest binden.

Die zusitzliche Nucleotidgruppe induziert in den Bi,-
Nucleotiden Na-4 und Na-5 eine Verschiebung des Gleich-
gewichts von der Base-on-Form zur Base-off-Form (Abbil-
dung 3b). Dieses temperaturabhingige Schalten wird durch
Entropieeffekte herbeigefithrt. Wéhrend bei B,,-Riboschal-
tern der Einfluss der Bindung von B, auf die Struktur der
mRNAP?! untersucht wurde, richtete sich das Hauptaugen-
merk unserer Arbeit auf die B;,-Gruppen. Die B,,-Nucleotide
Na-4 und Na-5 bilden dabei kovalente Modelle von ,,B,-
retro-Riboschaltern, da es ihre Cobalamin-Teile sind, die
unter dem Einfluss einer angehingten (Desoxy)Nucleotid-
Einheit einen Schaltprozess durchlaufen. Das ,,retro-Schal-
ten“ durch ein Nucleotid kénnte ein unter den metaboliten-
bindenden Riboschaltern durchaus weit verbreitetes Phéno-
men sein.?!! Die B,,-Riboschalter sollten dafiir besonders gut
geeignet sein, da die ,kompletten”“ Corrinoide selbst zwi-
schen Base-on- und Base-off-Form geschaltet werden
kénnen. B,-bindende Proteine®?! und ein B,,-bindender
Antikorper® sind spezifische Beispiele fiir dhnliches Verhal-
ten in einer Proteinumgebung. Wie im letzteren Fall ge-
zeigt,* beeinflusst die Strukturinderung die Reaktivitit des
gebundenen B,-Cofaktors™ und kann seine Wirksamkeit als
Katalysator in chemischen und enzymatischen Reaktionen
erhohen.®! Die Base-off-Form ist ein spezifisches Charakte-
ristikum corrinoider Methyltransferasen wie der Methionin-
Synthase.”>?*? In diesem multimodularen Enzym scheint
der B,,-Cofaktor noch eine zweite Rolle als Konformations-
schalter zu iibernehmen, um selektive Methylgruppeniiber-
tragungen zu kontrollieren.””!

Corrinoide erweitern den Wirkungsbereich der Biokata-
lyse und sind entscheidend am Stoffwechsel von Archaea und
anderen Mikroorganismen beteiligt.*” Fiir die Corrin-Struk-
tur wurde ein ,prienzymatischer® Ursprung vorgeschla-
gen,” und Coenzym B,, (oder ein einfacherer molekularer
Vorfahr) konnte bei der Bildung von DNA durch die
Reduktion von Ribonucleotiden eine tragende Rolle gespielt
haben.”” Die Reaktivitit von Corrinoiden kdnnte daher in
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Zusammenhang mit einer frithen, RNA-basierten Lebens-
form gebracht werden.®%

,Komplette* Corrinoide entwickelten sich nicht nur zu
einzigartigen (organometallischen) Cofaktoren, sondern auch
zu biologischen molekularen Schaltern. ,,B,-retro-Riboschal-
ten®, ein Begriff den wir hier einfiithren, konnte nicht nur fiir
Coenzym-B,-bindende mRNAs (B,,-Riboschalter) relevant
sein,l”% die die Bedeutung direkter Wechselwirkungen zwi-
schen Bj,-Derivaten und RNA fiir die genetische Entwick-
lung aufzeigen, sondern auch die Frage beantworten, wie eine
kontrollierte katalytische Funktion der Corrinoide in einer
Nucleotid-Umgebung zustande gekommen sein konnte.
Diese Aspekte laden zu weiteren Studien iiber die Rolle
von B, in priaenzymatischen , Lebensprozessen in kiinstli-
chen oder natiirlichen Nucleotid-Umgebungen ein. Diese
Fragestellungen werden in unseren Laboratorien weiter
verfolgt.

Eingegangen am 23. September 2004,
verdnderte Fassung am 2. Dezember 2004
Online veroffentlicht am 11. Februar 2005
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