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Magische Radikalchemie mit B,,: B,,-katalysierte
lichtinduzierte Spaltung von DNA

Bernhard Kriutler* und Barbara Puffer

Coenzym B, (1) ist ein bemerkenswerter Cofaktor,™?
dessen inhdrente Reaktivitit — der reversible Zerfall in ein
reaktives primires Radikal® und einen effizienten Radikal-
finger” - die chemische Grundlage seiner biologischen
Funktionen ist.”) Die radikalischen Fragmente von 1 werden
unter Enzymkontrolle fiir die Katalyse zahlreicher ,,chemisch
schwieriger* radikalischer Prozesse eingesetzt, die fiir die
meisten lebenden Organismen, einschlieflich Menschen, von
grofer Bedeutung sind.”” Auch die einfachere Variante von
1, Methylcobalamin (2), die iiber eine Cobalt-gebundene
Methylgruppe verfiigt, wirkt als enzymatischer Cofaktor und
tragt so zur Katalyse der meist heterolytischen Methylgrup-
pentransfer-Reaktionen bei.® Die beachtliche Leistungsfi-
higkeit der Bj,-Cofaktoren in metallorganischen Reaktio-
nen®® ist dabei eng mit den Stoffwechselfunktionen der
Corrinoide verkniipft.”! Fiir die einzigartige chemische Re-
aktivitiat der Cofaktoren 1 und 2 ist deren spezieller Aufbau
verantwortlich: Sie bestehen aus einem komplexen Cobalt-
Corrin, einer an das Cobaltatom koordinierenden Dime-
thylbenzimidazol-Nukleotidfunktion und einem metallorga-
nischen Liganden (Schema 1).**! Vitamin B,, (Cyanocobal-
amin) und Hydroxocobalamin (3) sind weitere B,-Derivate,
die zwar kommerziell von Bedeutung sind, aber keine direkte
physiologische Rolle zu spielen scheinen.

Durch die Thermolyse von 1 oder durch Anregung von 1
oder 2 mit sichtbarem Licht wird die gut erforschte Homolyse
der Co-C-Bindung initiiert, wobei (primire) 5'-Desoxyade-
nosylradikale aus 1 (Schema2) oder Methylradikale aus 2
gebildet werden. Im Unterschied dazu gelten Vitamin B, und
Hydroxocobalamin (3) als relativ stabil (in wissrigen Lo-
sungen), sogar gegen Licht.'! In einer kiirzlich vorgestellten
Studie konnte jedoch die Bildung von Hydroxylradikalen
durch die Photolyse von 3 in der Gegenwart von Sauerstoff
nachgewiesen werden (Schema 3)." Diese photochemisch
hergestellten Hydroxylradikale spalteten doppelstréangige
zirkuldre Plasmid-DNA mehrfach, was auf einen ,,multiple
turnover® des Bj,-Derivates 3 schlieBen lasst und die An-
nahme stiitzt, dass 3 als Photokatalysator wirkt. Eine echte
katalytische Rolle des Hydroxocobalamins (3) kann durch
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einen zweistufigen Mechanismus erkldart werden, bei dem
zunichst die photoinduzierte Bildung eines Hydroxylradikals
und des Cob(IT)alamins (B,,,) stattfindet und anschlieSend
die Riickoxidation von B,,, zum Co"-Corrin 3 durch mole-
kularen Sauerstoff (Schema 3).[1*1
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Schema 1. Strukturformeln und Symbole der Cob(lll)alamine Coen-
zym B, (1; R=>5"-Desoxy-5'-adenosyl, X=H), Methylcobalamin (2;
R=CHj, X=H), Hydroxocobalamin (3; R=0H, X=H) und eines

Konjugates von 3 mit Spermin (4; R=0H, X=C(O)NH(CH,);NH-
(CHy),NH(CH;);NH;).

Coenzym By, (1)

Cob(IT)alamin
(Byar)

5'-Desoxy-5'-adenosyl-Radikal
(Ado-CH,)

Schema 2. Coenzym B, (1) wirkt als reversible Quelle des primiren 5'-
Desoxyadenosyl-Radikals und von Cob(Il)alamin (B,,), einem effizien-
ten Radikalfinger.
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Schema 3. Photohomolyse von Hydroxocobalamin (3) generiert ein
Hydroxylradikal und Cob(Il)alamin, das durch molekularen Sauerstoff
zu 3 riickoxidiert wird.

Die Verwendung von Hydroxylradikalen ist eine weit-
verbreitete Footprinting-Methode, um die Struktur von Nu-
kleinsduren zu untersuchen, und wurde beispielsweise zur
Charakterisierung ungewohnlich geformter DNA sowie fiir
die Erforschung von DNA-Protein-Interaktionen und RNA-
Faltungen herangezogen." Der groBte Vorteil von Hydro-
xylradikalen gegeniiber anderen Footprinting-Reagentien ist
ihre auBlerordentliche Reaktivitit, die zu einer sequenzun-
abhéngigen Strangspaltung fiihrt, die in erster Linie durch die
Losungsmittelzuginglichkeit der jeweiligen Nukleotide be-
stimmt wird. Die am héaufigsten verwendete Methode, Hy-
droxylradikale zu generieren — die so genannte Fenton-Re-
aktion von Fe"-EDTA (EDTA = Ethylendiamintetraacetat)
mit H,0,™ - st6Bt jedoch bei intrazelluliren Anwendungen
an ihre Grenzen, da die Initiation und Termination der Ra-
dikalreaktion nicht prazise kontrolliert werden kénnen. Die
von Shell und Lawrence!!! entwickelte Methode jedoch er-
moglicht durch die Verwendung von Hydroxocobalamin (3)
als Radikalquelle auch intrazellulir eine zeitliche Kontrolle
aufgrund der Lichtabhéngigkeit des photokatalytischen Zy-
klus. Dariiber hinaus konnte durch den Einsatz des Photo-
katalysators 4, der durch Konjugation des DNA-bindenden
Molekiils Spermin an 3 hergestellt wurde, eine hundertfache
Steigerung der Strangspaltungseffizienz gegeniiber jener von
Hydroxocobalamin erzielt werden.

Die faszinierende effektive Inertheit des B,,-Derivates 3
unter reaktiven radikalischen Reaktionsbedingungen in der
Studie von Shell und Lawrence™ erinnert an das Verhalten
von Coenzym By, (1) und Methylcobalamin (2). Diese pho-
tolabilen metallorganischen Cofaktoren bleiben bekannter-
mafBen ebenfalls insgesamt gesehen unverdndert, wenn ihre
(Sauerstoff-freien) wissrigen Losungen mit Licht bestrahlt
werden.®! Erklart werden konnen diese Beobachtungen
durch die auBlergewohnlich effiziente und selektive Rekom-
bination der photochemisch generierten Radikal(oid)e zu
den Ausgangscobalaminen, wobei praktisch keine Nettoum-
wandlungen zu anderen Produkten auftreten. Die iiberra-
schende Bestidndigkeit der komplexen multifunktionellen

Cobalamine gegen den Abbau durch Radikale lasst sich ver-
mutlich groftenteils auf die duBlerst effiziente Kombination
der Radikale mit dem Homolysefragment Cob(II)alamin
zuriickfithren. Dieses radikalische Co"-Corrin ist ein idealer
Radikalfdnger, da seine Struktur dem Cobalt-Corrin-Teil des
Co'"-Corrins (vgl. 1-3) entspricht.’) AuBerdem steuert die
Cobalt koordinierende Nukleotidfunktion die Rekombinie-
rungsreaktionen an der (,,oberen®) -Seite und trigt so zur
Strukturintegritit des resultierenden Cob(III)alamins bei. In
Anbetracht des postulierten praenzymatischen Ursprungs der
(grundlegenden Elemente der) B,,-Struktur und der abge-
leiteten prébiotischen Verfiigbarkeit der grundlegenden Re-
aktivitit der Cobalt-Corrinoide (wie der Cobalamine 1-3)"
ist die beobachtete, einzigartige Resistenz der hoch substitu-
ierten Cobalt-Corrine gegen den Abbau durch aggressive
Radikale wahrlich bemerkenswert.

Die auBerordentliche Eigenschaft von Coenzym B, (1),
als eine reversible Quelle organischer Radikale zu wirken, ist
die Basis fiir seine Rolle als Cofaktor in Enzymen, die ,,che-
misch schwierige” Transformationen wichtiger Metaboliten
katalysieren. Shell und Lawrence haben nun die bemerkens-
werte Vielseitigkeit der Cobalamine in radikalischen Reak-
tionen noch erweitert, indem sie Hydroxocobalamin als
photokatalytische Quelle von Hydroxylradikalen fiir die
Untersuchung komplexer biologischer Proben wie DNA ge-
nutzt haben."!! Diese neue Strategie ist besonders vielver-
sprechend fiir intrazellulire Anwendungen, da sowohl In-
itiation als auch Terminierung der Radikalreaktion durch
sichtbares Licht kontrolliert werden kénnen. Das ,,alte Vita-
min“ wurde so zu einem neuen Hilfsmittel, das dazu beitrigt,
die verfiigbaren Techniken fiir die Strukturuntersuchung
komplexer zelluldrer Komponenten zu erweitern.
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