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Cobalamine (Cbls) sind Corrinoide mit flexibler Konstituti-
on: Thre Dimethylbenzimidazol(Dmbz)-Base kann entweder
an das Cobalt-Zentrum des Corrin-Makrocyclus binden
(base on) oder von diesem abdissoziieren (base off).!?!
Dieses Gleichgewicht spielt eine wichtige Rolle fiir den
Transport, die Umsetzung und die Reaktivitit von Vi-
tamin By, (1, CNCbl) und seinen metallorganischen Analo-
ga.’l Geringe Mengen an Base-on-Vitamin-B,, (10 ugd™)
gelangen iber einen komplizierten und hoch selektiven
Aufnahmeweg in die Zellen, bevor es zu den Cofaktoren
Adenosylcobalamin ~ (AdoCbl) und Methylcobalamin
(MeCbl) umgewandelt wird.["

Erst kiirzlich wurde iiber die reduktive, durch das
MMACHC-Chaperon katalysierte Abspaltung des Cyanid-
Ions von Base-on-CNCbl unter Bildung einer Base-off-Co-
balt(IT)-Verbindung berichtet.”] Mutationen der MMACHC-
Gene verursachen Probleme bei dieser Reaktion,* wobei
Cbl-Derivate, die leichter als 1 zu den entsprechenden Co™-
Intermediaten reduziert werden, medizinischen Studien zu-
folge eine therapeutische Wirkung aufweisen.®”!

Es gibt bereits detaillierte Arbeiten iiber die Eigen-
schaften von Cbls mit unterschiedlichen Liganden auf der (3-
Seite (oberen Seite) des Makrocyclus.*'”! Recht wenig weil
man hingegen noch iiber den Einfluss von Strukturverénde-
rungen auf der a-Seite (unteren Seite) des Molekiils auf die
koordinativen Fihigkeiten der Dmbz-Base und die elektro-
chemischen Eigenschaften des Metallions."'"*! Hier berich-
ten wir tiber die Koordinations- und elektrochemischen Ei-
genschaften einer neuen Klasse von Vitamin-B,,-Mimetika,
bei denen der Corrin-Makrocyclus und die Dmbz-Base durch
ein Peptidbindeglied verkniipft sind.

In einer eleganten Arbeit zeigten Kréutler et al., dass eine
vom Koordinationszentrum weit entfernt liegende Methyl-
Gruppe die Base-on-Form von natiirlichen Cbls stabilisiert,
und bestitigten damit eine frithere Vorhersage von Eschen-
moser et al.'™¥ In einer anderen wegbereitenden Studie
tauschten Toraya und Ishida die a-Ribofuranotid-Einheit in
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Vitamin B,
Linge aus."”

Im Hinblick auf zukiinftige biologische Anwendungen
sind wir an der Entwicklung von kiinstlichen Vitamin-B,,-
Derivaten mit verdnderbaren koordinativen und elektroche-
mischen Eigenschaften interessiert. Wir entschieden uns fiir
den Austausch der Ribosephosphodiester-Einheit von Vi-
tamin B, gegen Peptide mit derselben Zahl von Atomen
zwischen dem Stickstoffdonor der Dmbz-Base und dem
Corrin-Makrocyclus (Schema 1), weil sich Amidbindungen
als exzellente Phosphodiester-Mimetika in anderen Natur-
stoffen erwiesen hatten, die zu Derivaten mit interessanten
physikochemischen und biologischen Funktionen gefiihrt
hatten.7?)

gegen Methylen-Briicken unterschiedlicher

Schema 1. Vitamin B,, (1) und der Peptid-B,,-Prototyp (2%). Das natiir-
liche Bindeglied von 1 und sein Peptid-Analogon in 2" enthalten die
gleiche Zahl an Atomen (blau; vollstindige Atomnummerierung siehe
Hintergrundinformationen).

Eine energieminimierte Struktur von 2* (Schema 2, oben
rechts) konnte durch semiempirische quantenchemische
Rechnungen (PM3, Spartan-'06-Software) erhalten werden,
denen zufolge die Dmbz-Base eine dhnliche Position wie in
seinem natiirlichen Vorbild 1 einnimmt. Das kiinstliche Bin-
deglied 8 wurde in sechs Stufen synthetisiert und anschlie-
Bend mit 4-Dimethylaminopyridin und N'-(3-Dimethylami-
nopropyl)-N-ethylcarbodiimid-Hydrochlorid an Dicyano-
Cobyrinsiure 7™ gekuppelt, wobei 2 in einer Ausbeute von
62 % erhalten wurde (Schema 2).'°!

Das hochaufgeloste Massenspektrum von 2 enthilt das
Signal eines [M]"-lons bei m/z1243.59334 (m/zye,:
1243.59337) in Ubereinstimmung mit der Molekiilformel
CqHg,CoN,4O,. Die Struktur von 2 wurde des Weiteren mit
UV/Vis-Spektroskopie, Umkehrphasen-HPLC, 'H-NMR-
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Schema 2. Synthese der Peptid-B,,-Derivate 2'-5* ausgehend von Dicyano-
Cobyrinsiure (7)" und den Peptidbausteinen 8-11.1'1 2*-5% wurden als
2".CF,CO0 -5".CF,COO™ isoliert (2-5). 2" (oben rechts) ist in seiner ener-

einem Phosphodiester-haltigen Bindeglied wider (Ta-
belle 1, Nr.6). Die verdnderten Koordinationseigen-
schaften von 2 beeinflussten die Reduktion des okta-
edrisch umgebenen Cobalt(III)-Zentrums zum quadra-
tisch-pyramidal  koordinierten = Cobalt(II)-Zentrum
unter Verlust des f-gebundenen Cyano-Liganden (Ta-
belle 1, oben rechts) und wurde mit Cyclovoltammtrie
(CV) in Wasser untersucht ([Tris] =0.2M, pH 8.0; Tris =
Tris(hydroxymethyl)aminomethan). Das Cyclovoltam-
mogramm von 2 weist einen kathodischen FE,.*-Wert
von —1.056 V auf, der um 70 mV positiver ist als der von
1. Die einfachere Reduktion des Cobalt(IIT)-Zentrums
in 2 kann durch eine geringere Elektronendichte am
Metallzentrum wegen der schwécheren Koordination
der Dmbz-Base erklirt werden.

Wir vermuteten, dass eine erhohte Rigiditit zu einer
verstiarkten intramolekularen Koordination fiihrt und
somit die Reduktion von Cobalt(IIT) zu Cobalt(II) er-
schwert. Zunéchst entschieden wir uns, die Glycin-Ein-
heit in 2 gegen L-Prolin auszutauschen, um 3 zu erhalten

gieminimierten Struktur gezeigt (Spartan ‘06, PM3-semiempirische Rechnung;

H-Atome sind nicht gezeigt). Fmoc = 9-Fluorenylmethoxycarbonyl.

Spektroskopie und 'H,"*C-HSQC-Korrelation untersucht.!!
Die UV/Vis-Spektren von Base-on-Vitamin-B;, (1) und 2
waren identisch, unterschieden sich jedoch signifikant
(Adpmax =29 nm) vom Absorptionsspektrum von Aquocyano-
Cobinamid, wodurch gezeigt wurde, dass 2 in der Base-on-
Form vorliegt.'! Die '"H-NMR-Signale des Corrin-Makrocy-
clus und der Dmbz-Base wichen nur geringfiigig voneinander
ab, die Signale der Briickeneinheiten unterschieden sich
jedoch deutlich voneinander (Abbildung 1).'°!
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Abbildung 1. "H-NMR-Spektrum von 2 (oben) und 1 (unten) in D,O.
Die Pfeile zeigen die Positionen am Corrin-Ring und an der Dmbz-
Base an. Die Beschriftung bezieht sich auf die Protonen im Peptid-
bzw. Ribofuranotidbaustein (Schema 1).

Die intramolekulare Dissoziation der Dmbz-Base von 2
(Tabelle 1, oben links) wurde mit spektrophotometrischer
pH-Titration untersucht. Die Stabilitit der Base-on-Form von
2 ist mit pKp,e oy = 1.38 neunzehnmal geringer als die von
Vitamin B,,, das eine starke intramolekulare Koordination
aufweist, ausgedriickt durch einen niedrigen pKj,g. o Wert
von 0.1%! (K*; Tabelle 1, Nr. 2 bzw. 1). Zugleich spiegelt der
Wert eine 25-fache Bevorzugung der Base-on-Konstitution
gegeniiber einem anderen kiinstlichen B,-Derivat, 6, mit
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(Schema 2). Dieser cyclische Baustein sollte als Haar-

Tabelle 1: Base-on/Base-off- (links) und Co"'/Co"-Gleichgewicht (rechts).

Kbpase off Epc*
CN
éohl@‘/ -H /- -H7/-H0 : f i i 3 +e’/-CN '
. //"3 +H*/+Hzo Ze/+CN
Yo Mo ~ o &
o g N /(/I JC[
Ao & &
CHs o
base off, Co'" base on, Co" base on, Co"
Nr. Verbindung PKyase off Kl E, o [V]P!
1 1 0.1¢ 19 -1.126
2 2 1.38 1 —1.056
3 3 0.97 2.6 -1.077
4 4 0.62 5.8 —1.096
5 5 1.64 0.55 —1.039
6 64l 2.8¢ 0.04 n.b.

[a] K* = Kiase off(e)/ Kbase offz)- [B] Epc* = Epc—E,," (siehe Hintergrundinforma-
tionen). [c] Lit. [2]. [d] Lit. [12,21]. [e] n.b. =nicht berichtet.

nadel fungieren und die o-Ribose-Einheit von natiirlichen
Cobalaminen imitieren, was wiederum die Base-on-Form
stabilisieren sollte. 3 (Schema 2) wurde wie in den Hinter-
grundinformationen beschrieben synthetisiert. Die Base-on-
Form von 3 war mit einem pKj, o~ Wert von 0.97 in der Tat
2.6-mal stdrker begiinstigt als beim Prototypen 2. Elektro-
chemische Studien bestétigten zudem unsere Vermutung,
dass bei 3 die Reduktion zu Cobalt(IT) schwieriger ist als bei 2
(AV=-21 mV, Tabelle 1, Nr. 3).

In natiirlichen Cobalaminen spielt die Methyl-Gruppe am
R-konfigurierten C176 eine wichtige Rolle fiir die Stabilisie-
rung der Base-on-Form,'!l und wir vermuteten einen #hnli-
chen Effekt fiir die Peptid-B,,-Mimetika. Zur Priifung dieser
Hypothese wurde das Derivat 4, das eine Methyl-Gruppe am
R-konfigurierten Kohlenstoffatom C176 aufweist, ausgehend
von 10 und 7 synthetisiert (Schema 2).['! Die Base-on-Form
von 4 (pKye o = 0.62) ist doppelt so stabil wie die des Deri-
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vats 3 ohne diese Modifikation, und gleichzeitig ist die Re-
duktion von Cobalt(IIT) zu Cobalt(II) erschwert (AV=
—19 mV; Tabelle 1, Nr. 4 bzw. 3). Der Einfluss der weit vom
Koordinationszentrum entfernten Methyl-Gruppe auf das
Base-on/Base-off-Gleichgewicht dhnelt der Stabilisierung in
natiirlichen Cobalaminen,™! was die Niitzlichkeit von Pep-
tidstrukturen als kiinstlichen Bindegliedern in Vitamin-B;,-
Derivaten deutlich macht.

In fritheren Arbeiten hatten Eschenmoser et al. voraus-
gesagt, dass ein Wechsel der Konfiguration an C176 von R zu
S eine Destabilisierung der Base-on-Konstitution von Vi-
tamin By, zur Folge haben sollte.'"”! Dies kann durch einen
zusitzlichen gauche-Effekt in der Base-on-Konstitution von
Vitamin B,, erklirt werden.'¥! Bestirkt durch unsere Ergeb-
nisse mit 4, synthetisierten und charakterisierten wir sein
Epimer 5 (Schema 2). Diese Verbindung mit S-Konfiguration
an C176 hat einen pKy,. .- Wert von 1.64 — eine ausgeprigte,
10-fache Schwichung der Base-on-Form gegeniiber jener von
4. Es ist bemerkenswert, dass die energetisch ungiinstige
Konformation der cyclischen Base-on-Struktur von 5 den
entropischen Gewinn, der durch die Pridorganisation des
Bindeglieds erzielt wurde, itberwiegt. Dieses Verhalten
driickt sich in einem hoheren pKi,. o-Wert von § als beim
Prototypen 2 aus (Tabelle 1, Nr. 5 bzw. 2). Der Wechsel der
Konfiguration hat auch elektrochemische Konsequenzen: 5§
lasst sich um ca. 60 mV leichter reduzieren als sein Epimer 4.

Die Peptidmimetika 2-5 zeigten eine lineare Abhingig-
keit des kathodischen E,*-Wertes der Co"/Co"-Reduktion
und der pKi, o= Werte (AV =57 mV, ApKp,e o= 1.02; Ab-
bildung 2). Da wihrend der Reduktion derselbe -Cyano-
Ligand vom Cobalt-Zentrum entfernt wird (Tabelle 1, oben

Co”/Co™
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Abbildung 2. CV-Spektren von 1-5 in Wasser ([Tris]=0.2 M, pH 8.0)
(Referenzelektrode: Ag/AgCl, interne Referenz: K;[Fe(CN)¢]). Einschub:
PKbase of Epc*-Diagramm. pKi,se ofqy =0.1 wurde Lit. [2] entnommen.

rechts), sollten die Entropien der zugehorigen Reaktionen
dhnlich sein, sodass die Reduktionspotentiale direkt mit den
Bindungsenthalpien der Co-CN-Bindung korrelieren. Ein
niedrigerer pKj, o~ Wert entspricht einer stiarkeren Koordi-
nation der Dmbz-Base an das Metallzentrum, was zu einer
verstarkten Riickbindung zwischen dem Cobalt-Ion und dem
B-Cyano-Liganden fiihrt. Dieses Verhalten erschwert die
Reduktion und verschiebt das Redoxpotential zu einem ne-
gativeren Wert.
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Angewandte

Wir haben hier eine neue Klasse von Vitamin-B,,-Mi-
metika mit einem Peptidbindeglied zwischen dem Corrin-
Makrocyclus und der Dmbz-Base beschrieben. Untersu-
chungen mit vier Peptid-B,,-Derivaten ergaben, dass durch
die Wahl eines geeigneten Peptidriickgrates Vitamin-B,-
Mimetika mit einstellbaren Koordinations- und Redoxei-
genschaften synthetisiert werden konnen. Dies erdffnet die
Moglichkeit, die Reaktivitdt von Cofaktor-katalysierten Re-
aktionen, in denen eine Base-on-Cobalt(II)-Zwischenstufe
auftritt, zu steuern. Momentan beschéftigen wir uns mit der
Entwicklung metallorganischer Peptid-B,-Analoga fiir bio-
logische und physikochemische Untersuchungen.
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