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Abstract: Antivitamine B, gewinnen als robuste B,,-Dummys
zunehmend biomedizinisches Interesse. Das potenzielle Anti-
vitamin B, 2,4-Difluorphenylethinylcobalamin (F2PhEtyCbl)
wurde hergestellt, und seine 3D-Struktur in Losung und im
Kristall wurde untersucht. Das chemisch inerte F2PhEtyCbl
zeigte sich gegen Thermolyse seiner Co-C-Bindung bei 100°C
resistent, war stabil bei Bestrahlung mit (hellem) Tageslicht
und blieb auch bei lingerer Aufbewahrung in wdssriger
Losung bei Raumtemperatur intakt. Es wurde vom humanen
B,-verarbeitenden Enzym CblC in Gegenwart des Kosubstrats
Glutathion (GSH) mit hoher Affinitit (Kp =130 nm) gebun-
den. F2PhEtyCbl stabilisierte den terndren Komplex von CblC
mit GSH und widerstand der Verarbeitung. Die Kristallstruk-
tur dieses Komplexes lieferte erste Einblicke in die Wechsel-
wirkungen eines Antivitamins B, mit CbIC sowie in die An-
ordnung von GSH und Base-off-Cobalamin im aktiven Zen-
trum dieses blockierten Enzyms.

Vitamin By, (Cyanocobalamin, CNCbl) und andere Cobal-
amine (Cbl) sind fiir den Stoffwechsel von Sdugetieren dank
der essentiellen Kofaktor-Rollen von Koenzym B,, (AdoCbl)
und Methylcobalamin (MeCbl) unentbehrlich.? Um die
Versorgung der Saugerzellen mit AdoCbl und MeCbl zu ge-
wihrleisten, werden natiirliche Cbl zunichst durch das Cbl-
verarbeitende Enzym CblC (auch MMACHC genannt, was
fir ,,Methylmalonylacidurie Typ C und Homocystinurie“
steht)® zu Cob(Il)alamin ,,abgebaut®. CblC bindet Cbl in
ihrer Base-off-Form, entfernt ihren axialen Cog-Liganden und
liefert so Cbl", den entscheidenden Biosynthese-Vorldufer
von AdoCbl und MeCbl.E* Cbl, die in die Zellen transpor-

tiert, dort jedoch nicht durch CblC verarbeitet werden, blei-
ben metabolisch inert und werden als Antivitamine B, klas-
sifiziert.”) Derartige inerte Bj,-Derivate induzieren in Ver-
suchstieren Symptome einer By,-Defizienz,! analog jener bei
Menschen mit dysfunktionalem CbIC.""!

Um die teils noch immer rétselhaften Aufgaben der Cbl
im menschlichen Organismus aufzukliren,™” werden die
Auswirkungen von Bj,-Mangel in Versuchstieren untersucht.
In solchen Studien ist die Anwendung von Antivitaminen
B, eine vergleichsweise humane Vorgehensweise.*” Tat-
sdchlich konnte das Antivitamin B,, 4-Ethylphenylcobalamin
(1, EtPhCbl) in Miusen eine funktionale B,,-Defizienz in-
duzieren.*!”! Leider ist 1 empfindlich gegen Licht, das seine
Co-C-Bindung spaltet und die ,verriegelte B,,-Aktivitat
wiederherstellt.'”! Hier beschreiben wir die Herstellung von
2-(2,4-Difluorphenyl)ethinylcobalamin (3, F2PhEtyCbl; Ab-
bildung 1), einem Analogon des lichtstabilen 2-Phenylethi-
nylcobalamins (2, PhEtyCbl),l"?! das aber durch seine zwei
Fluor-Atome deutlich gegen Hydrolyse stabilisiert ist. Wir
untersuchten auch die Interaktion von 2 und 3 mit dem hu-
manen B,-verarbeitenden Enzym CblC und beschreiben die
Kristallstruktur des terndren Komplexes von CblC und 3 mit
Glutathion (GSH). Die Verwendung eines Antivitamins B,
unterband die Enzymreaktion und gab beispiellose Einblicke
in einen Holo-CblC-Komplex.

F2PhEtyCbl (3) wurde in 58% Ausbeute iiber die Re-
duktion von Aquocob(Ill)alamin (H,OCbl) durch Trie-
thylammoniumformiat in Gegenwart von 2-(2,4-Difluorphe-
nyl)ethinyliodid synthetisiert, eine Methode, die bereits fiir
die Synthese von PhEtyCbl (2) entwickelt wurde.'® Die
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Abbildung 1. Links: Allgemeine Strukturformel von wichtigen Cobal-
aminen: Vitamin B, (L=CN: Cyanocob(lll)alamin, CNCbl), Koen-
zym B,, (L=5"-Adenosyl: 5'-Deoxyadenosylcob(lll)alamin, AdoCbl),
Methylcob(lIl)alamin (L= Methyl: MeCbl), Cob(Il)alamin (L=e":
Cbl"), 4-Ethylphenylcob(lll)alamin (1; L=4-Ethylphenyl: EtPhCbl) und
Aguocob(lll)alamin (L=H,0": H,0OCbl). Rechts: Strukturformel von
2-Phenylethinylcobalamin (2, PhEtyCbl; X=H) und von 2-(2,4-Difluor-
phenyl)ethinylcobalamin (3, F2PhEtyCbl; X=F).

Reaktion verlduft wahrscheinlich iiber einen radikalischen
Prozess, initiiert durch in situ generiertes Cbl", wie bereits fiir
die Synthese von 2 vorgeschlagen.'? Das UV/Vis-Spektrum
von 3 (Abbildung 2) gleicht dem von PhEtyCbl (2),'V un-
terscheidet sich aber wesentlich von den Spektren der me-
tallorganischen B,,-Kofaktoren AdoCbl und MeCbL™ In
neutraler wissriger Losung liegt F2PhEtyCbl (3) in der Base-
on-Form vor. Starke Séure fiihrt zur Protonierung des 5,6-
Dimethylbenzimidazols (DMB) und erzeugt 3-H" mit de-
koordiniertem DMB. Die Bildung vom Base-off-3-H" wird
von charakteristisch hypsochromen Verschiebungen der Ab-
sorptionsmaxima im UV/Vis-Spektrum begleitet (Abbil-
dung 2). Fiir 3-H" wurde ein pK,-Wert von 0.75 ermittelt, was
einer starken Stabilisierung der Base-on-Form von 3 ent-
spricht und ein [Base-on]/[Base-off]-Gleichgewicht von ca.
10° berechnen lieB.

Die Summenformel und die Struktur von F2PhEtyCbl (3)
wurden aus einem MALDI-TOF-Massenspektrum, einem
IR-Spektrum (Bande der C-C-Dreifachbindung bei 7=
2130.5 cm™'; Hintergrundinformationen (SI), Abbildung S2)
sowie ausfiihrlichen "H- und *C-NMR-Untersuchungen einer
Losung von 3 in CD;0D abgeleitet (siche SI, Abbildung S3).
Orthorhombische Kristalle von 3 (Raumgruppe P2,2,2))
wuchsen aus wissrigem Aceton. Die Kristallstruktur von 3
zeigte ein Base-on-Cbl mit einem oberen 2,4-Difluorphenyl-
ethinyl-Linganden (Abbildung 2; SI, Abbildungen S5, S6 und
Tabelle S1). Die Geometrie und die Bindungsldangen der in-
neren Koordinationssphire des Cobalt-Zentrums von 3 und
PhEtyCbl"! sind dhnlich. Wie in 2 und in CNCbI!'"*!*! sind die
axialen Bindungen in 3 kurz (Co-C1L: 1.877(7) A, Co-N3N:
2.071(5) A). Ebenso weist die Ethinylgruppe von 3 eine kurze
C1L-C2L-Dreifachbindung auf (1.206(9) A), die mit Bin-
dungswinkeln Co-C(1L)-C(2L) von 170.5(5)° und C(1L)-C-
(2L)-C(L3) von 176.1(7)° nahezu linear ist. Die Ebene der
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Abbildung 2. Oben: UV/Vis-Spektren einer wissrigen Lésung von
F2PhEtyCbl (3; ¢=55 pm) in H,O (schwarze Linie) und von Base-off-
H-F2PhEtyCbl* (3-H*; rote Linie) in 1M wisseriger HCIO,. Unten:
Struktur von 3 im Kristall mit den N-, O-, P-, Co- und F-Atomen in
Blau, Rot, Orange, Pink bzw. Griin (siehe Sl fiir weitere Details und fuir
ein Stereomodell von 3). Die Schwingungsellipsoide entsprechen 30%
Aufenthaltswahrscheinlichkeit.

2,4-Difluorphenylgruppe ist gegeniiber jener der DMB-Base
nur um etwa 23.1(3)° verdreht.

Eine Losung von F2PhEtyCbl (3) in DMSO, die 24 h auf
100°C temperiert wurde, zeigte laut UV/Vis-Spektren und
HPLC-Analysen (SI, Abbildung S7) eine praktisch vollstdn-
dige Retention der Co-C-Bindung. Wie bereits fiir Ethinyl-
Cbl" und 21" berichtet, waren Losungen von 3 stabil gegen
Sonnenlicht (SI, Abbildung S8). In wissriger Losung hydro-
lysierte 3 pH-abhéngig langsam zu H,OCbl. Bei pH 2 hy-
drolysierte 3 mit einer Kinetik pseudo-erster Ordnung und
mit einer Halbwertszeit von etwa 20 h bei Raumtemperatur.
Die Hydrolyserate von 3 folgte zwischen pH 0 und 4 nahezu
in erster Ordnung der H;O"-Konzentration, was die Ab-
schiitzung einer Halbwertszeit von etwa 10’ h bei pH 7 er-
moglichte. Man kann deshalb davon ausgehen, dass 3 unter
physiologischen Bedingungen effektiv stabil ist.

Das Binden von F2PhEtyCbl (3) oder PhEtyCbl (2) an
CblC wurde von einer Blauverschiebung der UV/Vis-Ab-
sorptionen begleitet, wie es auch fiir MeCbI" und EtPhCbI™”
bekannt ist. Die Uberfiihrung der Base-on-Form von 3 (oder

Angew. Chem. 2017, 129, 7493 7498


http://www.angewandte.de

GDCh
~~

2) in die entsprechende Base-off-Form erfolgte langsam, was
UV/Vis-spektroskopisch durch die allmzhlichen Anderungen
beim Binden beobachtet wurde (Abbildung3; SI, Abbil-
dung S12). Versetzen mit dem Kosubstrat Glutathion (GSH)
verursachte weitere hypsochrome Verschiebungen der Ab-
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Abbildung 3. Biochemische Untersuchungen mit CbIC, F2PhEtyCbl (3)
und GSH. Links oben: zeitabhingige UV/Vis-Spektren beim Binden
von 3 an CbIC. Das urspriingliche Spektrum von 3 ist in Rot gezeigt,
das finale Spektrum nach 60 min in Schwarz. Links unten: spektrale
Verinderungen bei nachfolgendem Versetzen mit GSH — - Anfangs-
und Endspektren sind hier grau bzw. schwarz gefirbt. Rechts: eine re-
prisentative Titration mittels ITC von CbIC mit 3 in Gegenwart von
GSH (10 pum CbIC, 200 um 3, 1 mm GSH). Die Bindungsisotherme
wurde mithilfe des Modells einer einzigen Bindungsstelle analysiert
(siehe SI fur weitere Details).

sorptionsmaxima. In Gegenwart von GSH wurde 3 oder 2
unter vollstindigem Wechsel zur Base-off-Form an CbIC ge-
bunden, was auf eine strukturierende Rolle von GSH im
Holo-CblC schlieBen ldsst (Abbildung 3; SI, Abbildung S13).
Dank der Kiristallstruktur von CblC mit gebundenem
MeCbl!"" konnte erwartet werden, dass CblC 3 mit seiner
grofBen metallorganischen Gruppe problemlos binden sollte.
Isothermale Kalorimetrie (ITC) zeigte eine hohe Bindungs-
affinitdt des Alkinyl-Cbl 3 in Gegenwart von GSH zum hu-
manen CblC (Kp =129 + 13 nm)), etwa 4-mal geringer als fiir
2 (Kp=30.0+£5.6 nm; Abbildung 3 und SI, Abbildung S15).
Nach Inkubation von 17-20 um Losungen von 2 oder 3 und
10 mm GSH mit 50 um CbIC iiber 12 h bei 20°C konnte kein
Abbau des jeweiligen Alkinyl-Cbl nachgewiesen werden (SI,
Abbildung S14). Im Unterschied zu MeCbl, das schnell von
CbIC und GSH demethyliert wird (k= 0.6 min~")!""! wi-
derstanden 2 und 3 dem universellen B,,-Verarbeiter CblC
(kops <3x1077s7h).

Der stabile terndre Komplex aus dem Alkinyl-Cbl 3, GSH
und CblC wurde mithilfe der Dampfdiffusionsmethode kris-
tallisiert. Die Kristalle wuchsen in der Raumgruppe P6,22 mit
einem Monomer in der asymmetrischen Einheit (SI, Tabel-
le S2). Die Struktur wurde mit einer Auflésung von 2.5 A bei
Verwendung einer fritheren Struktur von CbIC als Suchmo-
dell (PDB-ID: 3SCO0)!' unter molekularem Ersatz gelost,
jedoch ohne MeCbl, Protein-Loops und Regionen mit hohen
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B-Faktoren zu beriicksichtigen (Abbildung4; SI, Abbil-
dung S16). Dem Cbl- und GSH-Liganden konnten eindeutige
Elektronendichten zugeordnet werden, die anschlieBend
modelliert und verfeinert wurden. Das Antivitamin 3 war in

Abbildung 4. Struktur des terndren Komplexes von GSH und F2PhEty-
Cbl (3) und CbIC (im Bindermodell), in zwei verschiedenen Ansichten
gezeigt. A) Struktur des Komplexes von CbIC (hellblau) mit GSH

(gelb) und F2PhEtyCbl (3, dunkelrot) in zwei Projektionen; B) zwei ent-
sprechende Ausschnitte der Struktur.

seiner Base-off-Form gebunden. In dieser Struktur (von CblC
mit 3 und GSH) und jener von an CblC gebundenem
MeCbl!""! waren die Position und Interaktionen der DMB-
Base ununterscheidbar. Im terndren Komplex von 3 mit CblC
und GSH lag auch zwischen dem Corrinteil von 3 und seiner
Proteinumgebung ein bemerkenswert dhnliches Netzwerk
aus H-Briicken vor wie in den bindren Komplexen von CbIC
mit MeCbl" oder AdoCbl."8! Ebenso waren die a- und g-
Acetamidseitenketten an den Ringen A und D sowie das b-
Propionamid eng mit dem Proteinteil durch H-Briicken ver-
bunden und wurden in den Kristallstrukturen an identischen
Positionen gefunden. Deutliche Unterschiede betreffen die d-
und e-Propionamid- wie auch die c-Acetamid-Seitenketten an
den Ringen B und C, die eine besondere Anordnung in der
Struktur von CblC mit gebundenem F2PhEtyCbl und GSH
einnehmen (Abbildungen 4 und 5). Diese weisen auffallend
kleine Abstinde Co---N45, Co---N52, N45---N52 von 4.2, 5.1
bzw. 4.3 A untereinander und mit dem Co-Atom auf. Sie sind
aber nicht ganz so nah wie in MeCbl, das an CblC gebunden
ist,”l und ermoglichen somit einen etwas besseren Zugang
zur unteren axialen Position. In an CblC gebundenem MeCbl
ndhern sich die d- und e-Propionamid-Seitenketten noch
weiter untereinander und an das Co-Zentrum an (mit
Co-"N45-, Co-~N52-, N45--N52-Abstdnden von 4.1, 4.0 bzw.
3.0 A). Cbl-Strukturen mit derartig angezogenen Propion-
amid-Seitenketten scheinen ein Markenzeichen von Cbl zu
sein, die an CblC gebunden!”™ und so fiir das Zurecht-
schneidern durch reduktive Dealkylierung aktiviert sind.**
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Abbildung 5. Struktureller Vergleich von mit MeCbl gebundenem CbIC
(gelb) und dem terndren Komplex von mit GSH und F2PhEtyCbl ge-
bundenem CbIC (blau). Links ist die Umgebung der oberen axialen Co-
Position in der Nachbarschaft des GSH-Liganden aus der Nihe zu
sehen, im rechten Teil die Umgebung der unteren axialen Co-Position.
Die blauen und gelben gepunkteten Linien zeigen auf ausgewihlte Ab-
stinde zwischen GSH und F2PhEtyCbl sowie CblC-gebundenem
MeCbl. Man beachte die eingezogenen d- und e-Propionamid-Seiten-
ketten.

Bemerkenswerterweise ist das Netzwerk der H-Briicken
zwischen dem Corrinring von 3 und seiner Proteinumgebung
im terndren Komplex von CblC mit GSH weitgehend dhnlich
jenem der binidren Komplexe von CbIC mit MeCbI'" und
AdoCbl."!

Deutliche Elektronendichte wurde nahe iiber dem Co-
Atom beobachtet, wo der (-axiale Ligand zu erwarten wire
(SI, Abbildung S17). Wir konnten aber aus der klaren Elek-
tronendichte der F2PhEty-Gruppe kein direkt an das Co-
Zentrum gebundenes Ethinylkohlenstoffatom ableiten. Ba-
sierend auf einer berechneten freien Composite Omit Map
war der 2,4-Difluorphenylring an einer anderen Position und
vom Co-Atom weiter entfernt als im freien 3. (Abbildung 4).
Die Ebenen der Phenylringe in freiem 3 und in seiner CbIC-
gebundenen Form stehen anndhernd senkrecht aufeinander.
AuBlerdem zeigt die Achse des Arens nicht mehr in Richtung
des Co-d.-Orbitals. Laut der bestmoglichen Angleichung an
die experimentell gefundene Elektronendichte ist die 2,4-
Difluorphenylethinylgruppe zu weit vom Co-Zentrum ent-
fernt, um daran zu koordinieren. Unser Modell liefert einen
Abstand von etwa 3.4 A zwischen dem Co-Zentrum von Cbl
und dem F,PhEty-Fragment (siche Abbildung4). Wir pos-
tulieren daher, dass die intensive Synchrotron-Strahlung
wihrend der Datensammlung zur Spaltung der Co-C-Bin-
dung gefiithrt hat, moglicherweise iiber einen reduktiven
Weg, 52 der Base-off-Cbl" und ein schwach gebundenes
F2PhEty-Anion liefert.

Die Korrelation der klaren Elektronendichte des gebun-
denen GSH ermoglichte eine erste Beschreibung seiner
Proteinumgebung in CblC und seiner Position relativ zum Cbl
3 (Abbildung 6 A; SI, Abbildung S18). Ein ausgedehntes
Netzwerk von Wechselwirkungen von GSH mit dem Protein
verankert GSH in der Bindungstasche. Im Speziellen liegt
eine Kombination von 1) mehreren H-Briicken mit allen drei
Peptidresten (Glu, Cys, Gly) von GSH sowie 2) von hydro-
phoben Wechselwirkungen zwischen dem Glycinteil von
GSH und den Arenresten von F223, Y224 und A159 vor. Der
GroBteil des GSH-Liganden ist vom Protein und dem ge-
bundenen Cbl 3 umschlossen; dabei werden 70 % der ge-
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Abbildung 6. A) Die Umgebung von GSH im terndren Komplex mit
CbIC und F2PhEtyCbl (3). GSH (gelb) und 3 (dunkelrot) sind in einer
Stabdarstellung abgebildet, wobei Proteinreste der GSH-Bindungsta-
sche in blauer Stabdarstellung und H-Briicken in Form gelber gepunk-
teter Linien eingezeichnet sind. B) Uberlagerung der Strukturen von
Apo-CbIC (rosa), von CbIC mit gebundenem MeCbl (gelb) sowie dem
terndren Komplex mit GSH und F2PhEtyCbl (blau). MeCbl (gelb), GSH
und F2PhEtyCbl sind in einem blauen Stabmodell gezeigt. Auf die drei
Proteinregionen mit deutlich unterschiedlichen Strukturen weisen kraf-
tige Pfeile hin.

samten GSH-Oberflache vom Protein und 20 % von 3 abge-
deckt. Die schwach gebundene F2PhEty-Gruppe wird dicht
an GSH gepackt, und Sy befindet sich in der Néhe des
aromatischen Ringes des F2PhEty-Fragments, mit Abstdnden
von 4.2 bis 5.1 A. Die benachbarte CH,-Gruppe wird in einer
Entfernung von nur 3.9 bis 4.0 A vom F2PhEty-Ring gefun-
den, was direkte CH-ni-Kontakte impliziert. Dagegen lésst ein
Modell des Proteins mit gebundenem intaktem 3 auf starke
rdumliche Hinderungen von 3 mit GSH schlieBen (siche SI,
Abbildungen S19 und S20).

Die friiher verfiigbaren Kristallstrukturen, Sequenzinfor-
mation und biochemischen Analysen von CblC!'#2! Jiefen
R230, R161 und R206 als wichtige Reste fiir die GSH-Bin-
dung vermuten. Tatséchlich bestétigt unsere Strukturbestim-
mung die fundamentale Rolle dieser drei Arginine und cha-
rakterisiert R161 als Anker fiir GSH im aktiven Zentrum von
CblC durch Wechselwirkung seiner Guanidiniumgruppe und
des Cysteincarboxamids von GSH. Auferdem konnte nun
gezeigt werden, dass Y215, D77 und D80 H-Briicken zu GSH
bilden, was auf eine bislang nicht vorhergesagte Anpassung
des Proteins hinweist. Das Schwefelzentrum von GSH (Sggy),
das Schliisselelement von CblC bei der nukleophilen Cbl-
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Dealkylierung, befindet sich in Nachbarschaft des gebunde-
nen Cbl, mit einem Co-Sgg-Abstand von 6.3 A. Dies ent-
spricht einem berechneten Abstand von Sggy zum Methyl-
gruppen-Kohlenstoffatom des CblC-gebundenen MeCbl!"”!
von 4.9 A (in entsprechenden iiberlagerten Strukturen). Die
Positionierung des Sgg zum gebundenen Corrin erfiillt damit
nicht die geometrischen Voraussetzungen des Sy2-Mecha-
nismus der Dealkylierung durch GSH. Erstaunlicherweise
fehlen der Sgsy-Gruppe auch die Kontakte, die ihre Depro-
tonierung erleichtern und ihre Nukleophilie erhohen wiirden.

Die Proteinfaltung des hier untersuchten ternidren CblC-
Komplexes weist gegeniiber fritheren Strukturen von Apo-
CblC (PDB-ID: 3SBZ) und von CbIC mit gebundenem
MeCbl (MeCbl:CblC; PDB-ID: 3SC0)!'"! eindeutige Unter-
schiede auf (Abbildung 6). Der Loop Ly wurde als Resultat
der GSH-Bindung im terndren Komplex nur in einer Kon-
formation gefunden. Um fiir seinen Glutamatrest Raum zu
schaffen, unterstiitzt das Kosubstrat GSH auch eine Neuan-
ordnung des N-terminalen Teils des Lyg-Loops sowie der C-
terminalen Region der vorangehenden Helix (Hp), welche
die Reste 77-80 umfasst. Ferner tritt die terminale Helix (Hy)
der Vier-Helix-Kappe in den CblC-Strukturen mit MeCbl
und F2PhEtyCbl (3) in verschiedenen Konformationen auf.
In den Strukturen von Apo-CblC und CblC mit gebundenem
F2PhEtyCbl lag die Helix H; in der gleichen Konformation
vor, was auf die dynamische Struktur dieser Helix hindeutet.

Die Base-off-Formen von 2 oder 3 banden effizient an
CblC, wenn Glutathion (GSH) vorhanden war. Dadurch
wurden inaktive terndre Komplexe gebildet, die auf3erstande
waren, Cbl" zu generieren, wie hier ebenfalls gezeigt werden
konnte. Die fehlende Reaktivitit des Antivitamins By, 3
wurde hier genutzt, um das Kosubstrat GSH in einer bis dato
unerreichbaren Form des terndren Komplexes einzufangen
und somit eine erste Kristallstruktur des Holo-CbIC mit GSH
und einem ebenfalls gebundenen Antivitamin By, zu ermog-
lichen. Diese Untersuchung lokalisierte spezifische Protein-
und Cbl-Beitrdge bei der Verankerung von GSH und liefert
somit eine rationale strukturelle Basis fiir zukiinftige Arbei-
ten mit Proteinmutanten. Beispielsweise bietet die hier ge-
zeigte Schliisselrolle von R161 bei der GSH-Bindung eine
Erklarung fiir zwei wichtige pathogene Mutationen von CblC
(R161G und R161Q). Antivitamine B,,, die stabiler als 3
gegen eine Reduktion durch Rontgenstrahlung im Komplex
mit GSH sind, konnten dazu beitragen, die strukturelle Basis
fiir die Dealkylierungsaktivitdt von CblC noch préziser zu
definieren. Wie es hier fiir ein Bj,-verarbeitendes Enzym
untersucht wurde, konnten Antivitamine B, auch in anderen
Fillen inaktivierte Enzymkomplexe produzieren und zur
Losung von deren Kristallstrukturen hilfreich sein. Zukiinf-
tige Untersuchungen sind ebenfalls notwendig, um mehr iiber
interessante Anwendungsmoglichkeiten von Antivitaminen
B, wie 3 zu erfahren. So induzierte EtPhCbl (1) z. B. nicht nur
einen funktionalen Bj,-Mangel in Miusen,® sondern half
dabei, resistente Gram-negative humane Pathogene zu be-
kiampfen.’? Studien mit Antivitaminen B,, und verwandten
Cbl als mogliche Antikrebsmittel kommen ebenfalls zuneh-
mend ins Blickfeld.”*>! Tatsichlich ist 3 eine vielverspre-
chende, lichtstabile Alternative fiir das Antivitamin B,, 111%
und stellt moglicherweise ein vielseitiges biomedizinisches
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Hilfsmittel dar. Langzeit-Experimente mit Tieren® konnten
mit 3 nah an den natiirlichen Lebensbedingungen realisiert
werden. Solche Experimente wiirden speziell hilfreich sein,
um unsere Kenntnisse iiber physiologische Effekte der B,-
Defizienz zu erweitern und um storende Verstidndnisliicken
tiber nachgeschaltete pathophysiologische Wirkungen im
Menschen zu schlieen.

Experimentelles

Siehe Hintergrund-Informationen (SI) fiir Materialien, Instru-
mente, Synthese-Vorschriften, spektroskopische Charakterisierung
der Verbindungen und Enzymkomplexe, biochemische Studien und
Rontgenkristallographie.

Rontgenkristallographie: CCDC 1530214 F2PhEtyCbl (3) ent-
hidlt die ausfiihrlichen kristallographischen Daten zu dieser Verof-
fentlichung. Die Daten sind kostenlos beim Cambridge
Crystallographic Data Centre erhéltlich. F2PhEtyCbl:GSH:CblC
wurden in der Protein Data Bank unter Eintrag SUOS hinterlegt.
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