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Several natural corrinoids, cobalamin, 5-hydroxybenzimidazolyl cobamide (factor III), adenyl
cobamide (pseudovitamin B,,), 2-methyladenyl cobamide (factor A) and cobyric acid, were reduc-
ed with sodium borohydride. The reduction of cyanocobalamin is slow as compared with that of
factor III and especially of the other corrinoids under study. At longer wavelengths (A >300 nm)
the electronic spectra of the Co(I)-corrinoids are nearly identical. The same is to say about the

CD-spectra of the Co(I)-corrinoids examined.

Die Co(I)-Formen der natiirlichen Corrinoide
sind hochstwahrscheinlich Zwischenstufen der Bio-
synthese von Adenosyl- und Methylcorrinoiden (den
Coenzymformen der B,,-Vitamine). Sie beanspru-
chen deshalb ein besonderes Interesse. Auch die Ki-
netik ihrer Bildung aus den Co(III)-Formen ist von
Bedeutung. Wenn man nidmlich annimmt, da3 die
Reduktionsraten in vitro und in der lebenden Zelle
wenigstens grob einander entsprechen, dann miiiten
in vitro-Versuche gewisse Aussagen iiber die in vivo-
Verwertbarkeit mancher Corrinoidformen (z. B. der
Cyano- und Aqua-Form des Cobalamins) gestatten.
Langsame Reduktion eines applizierten Cobalamins
fuhrt zu dessen langsamer Fixierung in der Zelle
und rascher Ausscheidung.

Die Co(I)-Corrinoide sind extrem sauerstoffemp-
findlich und ihre Spektren deshalb schlecht darstell-
bar. Diese Schwierigkeit wird durch die Notwendig-
keit des Zusatzes eines Reduktans vergroBert. Dar-
auf ist es vielleicht zuriickzufuhren, da8 Elektronen-
und CD-Spektren der Co(I)-Corrinoide relativ sel-
ten publiziert wurden [1-3].

Die bisher publizierten Elektronenspektren des
Co(I)-Cobalamins (des Bjys) [1] sind unvollstindig,
es fehlen namlich entweder das kurzwellige Maxi-
mum (bei 248 nm) oder die Maxima bei 280 nm und
bei 552 nm. Elektronenspektren der Co(I)-Form von
Analoga des Vitamins B,, wurden bisher nicht be-
schrieben. Dasselbe bezieht sich auf ihre CD-Spek-
tren.
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Experimenteller Teil

Reagenzien

Aquacobalamin wurde aus Methylcobalamin
durch Belichtung und anschlieBende CM-Cellulose-
Chromatographie (Eluens: 0,5 N Essigsdure) darge-
stellt. Cobyrsaure, S5-Hydroxybenzimidazolylcoba-
mid (Faktor IIT), 2-Methyladenylcobamid (Faktor
A) und Adenylcobamid (Pseudovitamin B,,) wur-
den aus Faulschlamm gewonnen und lagen in kri-
stalliner Form vor. p-Kresylcobamid (Faktor Ib)
wurde in amorpher Form aus Faulschlamm gewon-
nen. Die oben genannten Corrinoide auB3er Aquaco-
balamin erhielt ich von Prof. Dr. W. Friedrich. Alle
Corrinoide, bis auf Aquacobalamin, lagen in der
Monocyanoform vor. Natriumborhydrid ,,zur Ana-
lyse” (eine etwa 8X 103 M Losung beeinfluBt das
Spektrum im Bereich von 230—-600 nm nicht) sowie
Cyanocobalamin wurden von E. Merck, Darmstadt,
bezogen.

Spektrophotometrische Messungen

Elektronenspektren wurden mit Hilfe der Gerite
Beckman DU sowie Shimadzu/Bausch & Lomb
Spectronic 200 durchgefiihrt. Alle gemessenen Cor-
rinoidlosungen waren 23,9 10 M, dabei basierte
die Konzentrationseinstellung auf den Werten €36 ym
=28060 (bei den nucleotidhaltigen Corrinoiden)
und &354,,m, =27360 (bei der Cyanoaquacobyrsiure).
Fir die CD-Spektren wurde das Gerit Dichro-
graph III benutzt.
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Abb. 1. Kinetik der Reduktion einiger

B,,-Formen (stets 23,9%10%M) durch
8,73% 1073 M NaBH, in Wasser (pH 8,8)
in N,-Atmosphire. CN-B,, = Cyanoco-
balamin, Flﬁ = Faktor III, FA = Fak-
tor A, ¢ = Pseudovitamin B,,, aq-B,, =
Aquacobalamin, V|, = Cobyrsiure.

Reduktion der Corrinoide mittels NaBH,

Die untersuchte Corrinoidlosung (stets 23,9X
10 M, 3,0 ml) wird in einer gelochten Quarzkiivette
(Lange 1,0 cm) wihrend 15 min mit N, begast und
anschlieBend mit 1 mg (8,73% 1073 M) NaBH, ver-
setzt. Das Reaktionsgut wird wéhrend einer weiteren
Minute mit N, begast und die Kiivette anschlieBend
luftdicht  verschlossen. Von diesem Zeitpunkt
(=0,0 min) an wird — bis zur Erreichung des Plateau
— AFE bei 387 nm (dem Hauptmaximum der Co(I)-
Corrinoide) gemessen. Unmittelbar danach erfolgte
die Aufnahme des Spektrums.

Ergebnisse und Diskussion

Reduktion der Co(I11)-Corrinoide

Erwartungsgemaf verlduft die Reduktion des Cy-
anocobalamins (Abb. 1) viel langsamer als die der
anderen untersuchten Corrinoide, entsprechend der
starken koordinativen Bindung zwischen Kobalt-
atom und 5.6-Dimethylbenzimidazol-Rest. Die Bin-
dung zwischen Kobalt und Nucleotidbase [4] ist
nach den bisherigen Ermittlungen stirker bei den
Cobalaminen als bei allen iibrigen Corrinoiden. Die
ausgesprochene Sigmoiditdt der Reduktionskurve

351

2a

Abb. 2a-2d. Elektronenspektren (2a—2c)
einiger Co(I)-Corrinoide ( ) und
Co(IlT)-Corrinoide in der Cyanoform
(zzomm: ) und CD-Spektrum (2d) von
Co(I)-Cobalamin. 2a, gobalamin; 2b, Co-
byrsdure; 2¢, Pseudovitamin B,, . Reduk-
tion zur Co(I)-Form erfolgte durch Zusatz
von NaBH, (Endkonzentration
8,73 107 M) in N,-Atmosphire. In Abb.
2a (———— ) wird gezeigt, daB NaBH,

(8,73% 107 M) in Wasser im gemessenen
Bereich nicht absorbiert.
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des Cyanocobalamins (Abb. 1) ist wohl auf den be-
tont stufenweisen Ablauf der Reaktion zuriickzufiih-
ren, in deren Verlauf B),; als Zwischenprodukt auf-
tritt (vor Erreichen des Plateau treten stark ausge-
prigte Absorptionsmaxima des By, bei 310 nm und
473 nm auf). Das intermedidre Auftreten von By,
bei der Reduktion von Cyanocobalamin wurde erst-
mals von Hill ez al. [S] beobachtet.

Der ausgesprochen lineare Verlauf der Reduktion
von Faktor III spricht dafiir, da hier beide Reak-
tionen, Bildung von Co(ll)-Faktor Il und von
Co(I)-Faktor III, rasch nacheinander ablaufen. Ent-
sprechend dieser Annahme beobachtete man hier
wihrend der Reaktion nur sehr schwach angedeute-
te Absorptionsmaxima von Co(II)-Faktor III.

Faszinierend ist die auBerordentlich rasche Re-
duktion des Aquacobalamins (Abb. 1). Sie ent-

Tab. 1. Absorptionsdaten einiger Co(I)-Corrinoide (stets
239%x10°M in H,O in Gegenwart von NaBH,
(8,73x 103 M). pH der Losung etwa 8,8. Sch. = Schulter.

Amax [nm] €107 Amin [nm] e-1073
Co(I)-Cobalamin (B5s)

248 22.3 230 16,3
281,5 30,3 263 18,7
288 30,8 285 29,7
387,5 30,2 342 9,7
458 24 488 0.9
552 3,3

Co(I)-Cobyrsiure

245 17,3 233 16,4
282 26,9 259 154
2945 28.5 340 10,7
386 30,2 485 1,3
458 2,6

550 38

Co(I)-Faktor A

247 244 235 22,9
281 344 259 22,6
387,5 30,0 342 10,9
458 3.0 488 1.4
552 35

Co(I)-Pseudovitamin B,

248 23,7 234 214
280 334 258 233
295 (Sch.) 28.8 342 10,9
387 30,0 488 1,6
458 3.0

552 3.6

Co(I)-Faktor III

248 245 235 21,9
285(Sch.) 30,0 255 19,2
295 32.2 342 10.8
387.5 30,6 488 1,3
458 2,8

552 33
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spricht grob dem Reaktionsablauf der Cyanoaqua-
cobyrsdure (obwohl einige Details der Reaktions-
kurven in beiden Fillen verschieden sind). Wahr-
scheinlich ist Wasser als Ligand leicht austauschbar
gegen das Hydridion. Pseudovitamin B,, und Fak-
tor A verhalten sich in Bezug auf die Reaktionskine-
tik dhnlich wie Aquacobalamin und Cobyrsiure, Fak-
tor A wird allerdings deutlich langsamer (als Pseudo-
vitamin B,,) reduziert, entsprechend seiner stirkeren
koordinativen Bindung [6] zur Nucleotidbase. Es ist
moglich, daB die oft beim Menschen beobachtete
lingere Verweilzeit des Aquacobalamins (verglichen
mit Cyanocobalamin) [7] auf dessen relativ schnelle
Reduktion und Deponierung in der Zelle zuriickzu-
fuhren ist.

Elektronenspektren der Co(I)-Corrinoide

Aus dem Auftreten der Maxima des 5.6-Dimethyl-
benzimidazols bei 282 nm und 288 nm im Elektro-
nenspektrum des By, (Abb. 2 a) wurde geschlossen,
daB hier das Kobaltatom tetrakoordiniert und unfi-
hig ist, Axialliganden zu binden [8]. Eine der Mog-
lichkeiten, die Richtigkeit dieser Annahme zu prii-
fen, ist die Untersuchung und Vergleich der Co(I)-
Spektren mehrerer B,,-Formen. Die Spektren miis-
sen, wenn diese Annahme richtig ist, im Wellenldn-
genbereich von etwa 300 nm bis 600 nm identisch
sein, sie miissen ferner bei A <300 nm einige Details
des (hier nicht koordinierten) Nucleosidanteils wie-
dergeben. Aus Abb. 2 und Tab. I ist ersichtlich, daf3
dies der Fall ist. Die im Wellenldangenbereich von
300-600 nm gefundenen Maxima und Minima sind
bei den untersuchten Corrinoiden weitgehend
gleich. Aus den flinf gemessenen Co(I)-Corrinoiden
ergibt sich fiir das Hauptmaximum des Elektronen-
spektrums der mittlere Wert e3g7,, = 30 X 10°.
Die Spektrenunterschiede im kurzwelligen Bereich
(A <300 nm) sind auf die Nucleosidanteile der Cor-
rinoide zuriickzufithren. Diese sind nicht koordi-
niert, da die e-Werte der Co(I)-Corrinoide sich aus
den entsprechenden e-Werten der Co(I)-Cobyrsdure
(Abb.2b) und der jeweiligen Nucleoside weitge-
hend additiv zusammensetzen.

CD-Spektren der Co(I)-Corrinoide

Die CD-Spektren der Co(I)-Corrinoide (Tab. II)
sind, dhnlich wie die Elektronenspektren, im Wel-
lenldngenbereich von etwa 300-670 nm einander
fast gleich, ihre Unterschiede im kurzwelligen Be-
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Tab.II. CD-Spektren eini-

Amax [nm] Ae Amax [nm] Ae Amax [nm] Ae ger Mono- und Dicyano-
Cyanocobalamin Dicyanocobalamin Co(I)-Cobalamin (B2) ?;E&T%g;;l ;1( il(m){ngr;u(tit:E
228,5 +15,5 251 - 99 235 -11,3 estellten Co(I)-Formen in
250 -13.3 265(Sch.) - 19 250 -10,7 %Vasser. Sch. = Schulter.
276,5 + 5,6 279 - 09 305,5 +17,1
293(Sch.) + 1,9 308,5 -13,8 351,5 + 3,9
308,5 - 30 325 - 94 386 -17,3
325,5 - 51 350,5 -13,1 420 - 13
363,5 -20,5 369 -12,0 462 - 37
3875 + 0,7 398 +21,7 533,5 - 15
433 +15,1 427 +13,5 603 +11,1
484 - 52 500 - 32 667 - 6,8
550 - 25 532(Sch.) - 25

580 - 19
Monocyano-Faktor III Dicyano-Faktor III Co(I)-Faktor III
227 +15.2 251 -12,3 233 -138
249,5 -11,4 265 (Sch.) - 28 252,5 -11,4
274,5 + 47 280,5 - 25 303 +17,2
290 + 3,1 308 -16,1 351 + 4,0
310 - 71 324 - 99 386,5 -19,3
325 - 170 350 -13,5 421,5 - 84
363 -185 368,5 -11,0 462,0 - 40
387 + 11 398 +22,9 532 - 1,6
433 +15,0 4255 +13,9 600,5 +12,8
484 - 51 500 - 35 668 - 64
548 - 21 532(Sch.) - 29

580 - 23
Monocyano-Faktor A Dicyano-Faktor A Co(I)-Faktor A
247 - 15 250 - 14,1 2475 -12,1
270,5 - 59 265(Sch.) - 49 305 +15,1
290(Sch.) - 36 278,5 - 45 351 + 4,1
310 - 1,7 307 - 16,9 387 -193
321,5 -10,0 3235 -10,5 420 - 88
348 - 97 349,5 -12,9 462 - 54
364,5 -14,0 368 - 94 532 - 26
385,5(Sch.) - 09 397,5 +20,4 600,5 +10,3
431 +14,0 426 +12,3 669 - 82
483 - 69 500 - 33
503(Sch.) - 64 432(Sch.) - 24
548 - 33 580 - 16
Monocyano-Faktor Ib Dicyano-Faktor Ib Co(I)-Cobyrsaure
2285 + 6,7 250 -13,8 232 - 94
252 -12,8 265 (Sch.) - 43 2485 - 89
304,5 - 53 280 - 33 300,5 +18,7
319 - 51 307,5 - 14,0 350 + 37
335(Sch.) + 0,8 324 - 76 386,5 -229
325,5 + 54 350 -114 418 - 94
368,5 - 21 368 - 92 461 - 48
388 - 26 397,5 +19,5 532 - 25
4335 +10,2 426 +12,0 600 +11,9
492 - 52 498 - 33 667 - 17
550 + 1,9 480 - 16

reich sind iberwiegend auf den EinfluB des (hier
nicht koordinierten) Nucleosidanteils zuriickzufiith-
ren. Das CD-Spektrum des Co(I)-Cobalamins ist in
Abb. 2 d enthalten. Es hat zwei markante Maxima,
bei 305,5nm (Ae = +17,1) und 603 nm (Ae =
+11,1) und ein schwach positives Maximum bei

351,5 nm (Ae = +3,9). AuBer den zwei starken ne-
gativen Maxima bei 386 nm (Ade = -17.3) und
667 nm (Ae = —6,8) sind funf weitere (bei 235; 250;
420; 462 und 533,5 nm) zu finden.

Fir die Zwecke der Dokumentation wurden zu-
sitzlich die CD-Spektren der Monocyano- und Di-
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cyanoformen der seltenen Corrinoide: Faktor III,
Faktor A und Faktor Ib tabellarisch erfaBt (Tab. II).
Die (bereits bekannten) CD-Spektren von Cyano-
und Dicyanocobalamin [9] wurden erneut aufge-
nommen und werden hier zum Vergleich mitgefiihrt.
Die CD-Spektren der Monocyanocorrinoide haben
als gemeinsame Merkmale jeweils ein starkes nega-
tives Maximum (Ae = -7,5 bis —13,3) bei etwa
250 nm, ein starkes positives Maxinum (de = +10,2
bis +15,1) bei 433 nm und ein mittelstarkes nega-
tives Maximum (Ae = —5,2 bis —6,9) bei 483-492
nm. Fast einander gleich sind die CD-Spektren der
Dicyanocorrinoide (Tab.II). Dies ist wegen der
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Identitat der Axialliganden (beide sind CN) ver-
standlich. Die CD-Spektren zeichnen sich aus durch
ein markantes positives Maximum (4de = +19,5 bis
+22,9) bei 398 nm, ein schwicheres positives Maxi-
mum (Ae = + 12,0 bis +13,9) bei etwa 426 nm und
mehrere negative Maxima.
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