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SUMMARY

The mixed anhydride from factor V;, and ethyl hydrogen carbonate reacts with
DL-Z-amino-1-methylethyl sodium hydrogen phosphate to give the phosphoric acid
monoester of factor B (containing racemic 1-amino-2-propanol). Compounds of this
type are believed to be intermediates in the biosynthesis of cobalamines.
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96. Synthesen auf dem Vitamin-B,,-Gebiet
4. Mitteilung

Partialsynthese von Vitamin B,,
von W. Friedrich?), G. Gross?), K. Bernhauer!) und P. Zeller?)
(3. TIT. 60)

Vitamin B,, kann synthetisch aus Faktor V,, dessen Struktur als die des Cobyrin-
sdure-abcdeg-hexamids?®) bewiesen wurde?), gewonnen werden. Das verwendete Syn-
theseschema erlaubt auch den Aufbau neuartiger, unnatiirlicher Analoga des Vit-
amins By,, in denen D-1-Amino-2-propanel durch andere Aminoalkohole ersetzt ist.
Die SchluBstufe besteht in der Kondensation von I mit ITa oder Analoga desselben.

Die Herstellung des als Ausgangsmaterial benétigten gemischten Anhydrids 1
aus Faktor Vy, und Kohlensdure-monoithylester ist in einer vorangehenden Mitteilung
beschrieben worden?). (1-a-p-Ribofuranosyl-3,6-dimethyl-benzimidazol)-3’-dihydro-
genphosphorsiureester (I11), der im folgenden als «-Ribazolphosphat bezeichnet wird,
kann sowohl synthetisch als auch durch Abbau von Vitamin B,, hergestellt wer-
den?®)8)7). Beim Behandeln des «-Ribazolphosphats in einem Gemisch von Formamid,
tert.-Butanol und Ammoniak mit Dicyclohexyl-carbodiimid entsteht in praktisch
quantitativer Ausbeute das cyclische Phosphat 1V [(1-a-D-Ribofuranosyl-5,6-dime-

1) Biochemisches Forschungslaboratorium der ASCHAFFENBURGER ZELLSTOFFWERKE AG.,
Stockstadt a. M.

2) Chemische Forschungsabteilung der F. Horrmann-La RocreE & Co. AG., Basel.

3) TUPAC, Nomenclature of Organic Chemistry 1957, S. 85-87, Butterworth, London 1958.

4) 2. Mitteilung, Helv. 43, 696 (1960).

5 E. A. Kaczka, D. Hevr, W. H. JoNEs & K. FoLKERs, ]J. Amer. chem. Soc. 74, 5549
(1952); J. B. ArmiTAGE, J. R. CANNON, A. W. Jounson, L. F. J. Parker, E. L. Smite, W. H.
STtarrFORD & A. R. TopDp, J. chem. Soc. 7953, 3849.

8} R. BonNETT, J. G. BucaANaN, A, W. Jonnson & A. R. Topp, J. chem. Soc. 7957, 1168.

) W. FriEDRICH & K. BERNHAUER, Z. Naturforsch. 95, 685 (1954).
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thyl-benzimidazol}-2’, 3’-hydrogenphosphorsdureester) })8)%)19). Die Umsetzung von
IV mit einem Derivat des 1-Amino-2-propanols (V), z. B. mit 1-(Benzyloxycarbonyl-
amino)-2-propanol (VI) oder 1-(Benzylidenamino)-2-propanol (VII), fiithrt nach Ent-
fernen der Schutzgruppen zu einem Gemisch isomerer (2-Amino-1-methyl-dthyl)-ester
(I1a und IIb) des a-Ribazolphosphats, die sich durch die Art der Verkntipfung des
Phosphorsiurerestes mit der Ribose (am 3'- bzw. 2'-Hydroxyl) unterscheiden.
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KHorANA ef al®)?) erhielten durch Umsetzung von Adenosin-2’,3’-hydrogenphosphor-
sdureester mit Benzylalkohol und Natriumbenzylat als Katalysator ein Gemisch zweier Benzyl-
ester. Mit Chlorwasserstoff als Katalysator und bei Verwendung eines grossen Alkohol-Uber-
schusses wurden aus verschiedenen 2’,3’-Ribotiden Benzyl-, Propyl- und Isopropylester von
) C. A. DExkER & H. G. K#HorAN4, J. Amer. chem. Soc. 76, 3522 (1954).

9 G.M. Texer & H. G. KHORANA, J. Amer. chem. Soc. 77, 5349 (1955).

10) H. G. KHoraNa, G. M. TENER, R. S. WRIGHT & J. G. MOFFATT, J. Amer. chem. Soc. 79,

430 (1957); M. SmitH, J. G. MorrFaTT & H. G. KHORANA, 2bid. 80, 6204 (1958).
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Nucleotiden hergestellt. Mit bestimmten Alkoholen, z. B. Benzyl- oder Isopropylalkohol, wur-
den iiberwiegend die Derivate der 3-Nucleotide erhalten.

Fiir die Kondensation des 1-(Benzyloxycarbonylamino)-2-propanols (VI) mit IV
eignet sich die Umsetzung in Dioxan mit Chlorwasserstoff als Katalysator. Mit der
Benzylidenverbindung VII gelingt die Reaktion besser, wenn Natrium-tert.-butylat
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in tiberschiissigem tert.-Butylalkohol als Katalysator verwendet wird. Die Wahl des
Reaktionsmilieus kann das Verhiltnis 2’- zu 3’-Nucleotid beeinflussen. Falls die Reak-
tion mit der Benzyloxycarbonyl-Verbindung VI durchgefiihrt wird, erfolgt die Ab-
spaltung der Schutzgruppe durch katalytische Hydrierung mit Palladium-Kataly-
sator. Im Falle der Verwendung von VII wird die Hydrolyse der Benzylidenverbin-
dung mit Essigsdure vorgenommen. Die Ausbeute in dieser Stufe ist nach beiden
Methoden gering (ca. 15%,), so dass die Aufarbeitung nur mittels Chromatographie
gelingt. Das gewiinschte Produkt, ITa neben IIb, sowie eine betrichtliche Menge
eines Nebenproduktes, bleiben beim Durchlauf an einer Siule aus Amberlite XE-64
haften, wihrend a-Ribazolphosphat (I1I) durchlduft. Durch anschliessende Chromato-
graphie an Didthylaminodthyl-Zellulose!!) kann das Nebenprodukt, welches mit
Ninhydrin keine Fdrbung gibt, abgetrennt werden. Das Gemisch von IIa und IIb
kann papierchromatographisch in zwei Ninhydrin-positive, unter der UV.-Lampe
fluoreszierende Flecke getrennt werden (siehe Tab. 1).

Mit dem Entwickler D wird das Gemisch priparativ getrennt und anschliessend
an Didthylaminoathyl-Zellulose entsalzt. ITa und IIb haben dasselbe UV.-Absorp-
tionsspektrum wie a-Ribazolphosphat (I11) und verhalten sich elektrophoretisch in
verdiinnter Essigsdure als Basen, bei pH 11 als Sduren. Auf Grund der weiteren Um-
setzungen ergibt sich, dass ITa das gesuchte 3'-Ribotid, IIb das isomere 2'-Ribotid
darstellt.

1y E. A. PETERsOoN & H. A. SoBER, J. Amer. chem. Soc. 78, 751 (1956).
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Fir die Verkniipfung von I mit Ila oder IIb wird das gemischte Anhydrid T4)
mit einer wisserigen Dimethylformamidlésung des Natriumsalzes von I1a bzw. IIb
umgesetzt. Orientierende Versuche fiir die Kondensationsstufe wurden mit einem
Gemisch von ITa und ITb, welches aus racemischem 1-Amino-2-propanol hergestellt
worden war, durchgefiibrt. In diesem Fall zeigte sowohl die Papierchromatographie

Tabelle 1. Papievchvomatographisches Verhalten eines Gemisches von ITa und I1Ib

Rf-Werte
Entwickler pH

1Ta ITb
A ca. 11 0,58 0,70
B 0,19 0,32
C 3,6 0,92
D 8,0 0,72 | 0,80
E 4,3 0,85
¥ 8,2 0,72 0,80
G 7,0 0,73 0,81

Entwicklung aufsteigend, Papier ScHLEICHER & ScHULL Nr.2043a, mit folgenden Ent-
wicklern:
= 27 g Na,CO,4,10H,0 + 100 ml Isoamylalkohol®).
= 39,5 ml ges. {NH,),S0,-Lésg. + 1 ml Isopropanol+ 9,5 ml H,012%).
= 100 ml 5-proz. Ammoniumcitratlésung + 50 m! Isoamylalkohol13).
= Wie C, pH mit NH; auf 8,0 eingestellt.
= 100 ml 5-proz. KH,PO,-Lésung + 50 ml Isoamylalkohol13).
= 100 ml 5-proz. Na,HPO,-Lésung + 50 ml Isoamylalkohol!3).
= 100 ml 5-proz. KH,PO,-Losung+ NH, bis pH 7 + 50 ml Isoamylalkohol?).

TEHOOd >

o

Tabelle 2. Mikvobiologische Aktivitdt dev synthetischen Vitamin-B.,-Isomeren
(Vitamin By, = 700)19)

Verkniipfung des 1-Amino- I leich- Ochr.
Phosphorsiurerestes 2-Propa-| E.coli .| malha-
. . mannii :
mit der Ribose nol mensis
D 96 100 98
am 3’-Hydroxyl! DL 78,5 80 *)
L 57,8 73,4 66,1
, D < 2 < 2 ca. 0,5
am 2’-Hydroxyl bL < 2 <2 %)

*) Nicht getestet.

als auch die Elektrophorese des Kondensationsproduktes, dass neben Faktor V,,,
der durch Hydrolyse des gemischten Anhydrids entsteht, zwei Cobalamine (A und B)
gebildet worden waren. Wird die Kondensation von I mit reinem ITa durchgefiihrt,
so enthilt das Reaktionsgemisch neben etwas Faktor V,, nur das Produkt A; mit
ITb als Aminkomponente entsteht in gleicher Weise nur das Produkt B.

12) F. CRAMER, «Papierchromatographie», 4. Aufl., Verlag Chemie, 1958.
1) R.J. Brock, R. LE STRANGE & G. ZWEIG, «Paper Chromatography», S. 118, Academic
Press, New York 1952.
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Substanz A wird durch Umkristallisieren aus wisserigem Aceton in schénen roten
Nadelchen erhalten, die elektrophoretisch und papierchromatographisch in verschie-
denen Entwicklersystemen!4) nicht von Vitamin B,, unterschieden werden kénnen.
Die mikrobiologische Aktivitdt von A ist abhingig davon, ob das in der Kondensa-
tion verwendete ITa aus racemischem oder optisch aktivem 1-Amino-2-propanol her-
gestellt wurde (Tab. 2). Substanz A mit D-1-Amino-2-propanol ist erwartungsgemaiss

T —
|

[ !
250 350 450
Fig. 1. Absorptionsspektrum dev Substanz B in Wasser
,,,,,,,,,,,,, Form X, pH 3; Maxima bei 277, 321, 356, 500 und 528 my;
———__ Form Y, pH 7; Maxima bei 277, 306, 323, 360,5 und 548 my;
Form Z, pH 10,5 und Cyanid-Uberschuss; Maxima bei 277, 288, 307, 367, 540 und 580 mL.

biologisch bei drei Testorganismen gleich wirksam wie Vitamin B;,. Substanz A mit
L-1-Amino-2-propanol, die man als Diastereomeres des natiirlichen Vitamins be-
zeichnen kann, hat, je nach Testorganismus, zwischen 60 und 709, der Wirkung des
Naturproduktes. Eine andere als die mikrobiologische Differenzierung dieser Iso-
meren war bis jetzt nicht moglich.

Substanz B wandert elektrophoretisch in schwach saurem Milieu als orangerote
Zone gegen die Kathode, in neutralem und schwach alkalischem Milieu als violettrote
Zone (Dicyanoform) gegen die Anode. Die Verbindung verhilt sich demnach wie

1) W, FrispricH & K. BERNHAUER, in K. F. BAUER «Medizinische Grundlagenforschung»,
Bd. 11, S. 661, G. Thieme Verlag, Stuttgart 1959.

1) Fiir die Durchfithrung der Teste danken wir Frau Dipl. Chem. E. BEcHER sowie Frl.
M. LorENZ.
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die sogenannten inkompletten Faktoren!?), in denen der Nucleotidteil fehlt oder
durch eine Cyanidgruppe aus der Koordination mit dem Kobaltatom verdringt ist.
Durch Abbau mit Salzsdure wurde festgestellt, dass B das Nucleotid enthilt, was
auch aus dem Absorptionsspektrum der Dicyanoform, in der die Bande bei 288 my.14)
( ¥ in Fig. 1) deutlich zu sehen ist, hervorgeht. Um eine eventuell eingetretene Acyl-
wanderung des Phosphorsdurerestes in die 5-Stellung der Ribose bei der Herstellung
ausschliessen zu konnen, wurde das durch Abbau der Substanz B erhaltene Gemisch
von a-Ribazolphosphat (I1I) und seinem 2'-Isomeren® nach Abtrennung aus dem
Hydrolysegemisch durch Absorptionsspektrum und Rf-Werte der beiden Nucleotide )
und durch die Uberfithrung in den cyclischen Phosphorsiureester 1V sichergestellt.
Diese Befunde bestétigen die fiir die Verbindung ITb vermutete Struktur des [1-a-n-
Ribofuranosyl-5, 6-dimethyl-benzimidazol]-2' - [(2-amino-1-methyl-4dthyl) - hydrogen-
phosphorsdureesters].

Die Eigenschaften der Substanz B, im Vergleich mit Vitamin By,, das sich nur
durch die Verkniipfung des Phosphorsdurerestes mit der Ribose unterscheidet, zeigen,
dass durch diese Anderung in der Molekel die koordinative Bindung zwischen dem
Stickstoffatom des Dimethylbenzimidazols und dem zentralen Kobaltatom ge-
schwécht wird. In Fig. 1 sind die Absorptionsspektren der Substanz B bei verschie-
denen pH-Werten abgebildet. Bei pH 3 unterscheidet sich das Absorptionsspektrum
deutlich von demjenigen des Vitamins B,,. Vermutlich liegt die Substanz B in diesem
pH-Bereich in der Form X (Fig. 2) vor. Vitamin B, ist im physiologischen Bereich
in dieser Form nicht bestdndig. Bei pH 7 (ohne Cyanidiiberschuss) und pH 10,5
(mit Cyanidiiberschuss) unterscheidet sich die Absorption von B nicht von derjenigen
des Vitamins B, und entspricht den Formen Y und Z der Fig. 2.
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Im Gegensatz zu den bisher biosynthetisch zuginglichen Cobalamin-Analoga, bei
denen das Dimethylbenzimidazol des Vitamins B,, durch andere Basen ersetzt ist,
bietet die beschriebene Partialsynthese von Cobalaminen die Moglichkeit, sowohl die
ganze Nucleotidkette, d. h. die Base und den Zucker, als auch den als Bindeglied
dienenden Aminoalkohol zu variieren. Wir glauben, dass mit Hilfe solcher Ver-
bindungen das Studium der physikalisch-chemischen Eigenschaften und der Bio-
synthese der Vitamine der B,,-Gruppe gefordert und weitere Einblicke in die bio-
logische Wirkungsweise gewonnen werden kénnen,
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Experimenteller Teil

Reinigung und Trocknung dev Lisungsmittel und Agenzien. — Dioxan'®): Kochen mit Salz-
siure, Behandeln mit KOH und Natrium sowie Destillation. — Dimethylformamid'®): Azeotrope
Destillation mit Benzol und Wasser und Aufbewahren im Dunkeln bei + 3° {iber LINDE’s Mole-
kularsieb 4 A1), — Twidthylamin®): Zwecks Beseitigung von primiren und sekundiren Aminen,
mit p-Toluolsulfochlorid in wisseriger Lauge behandelt. — Cyclisches a- Ribazolphosphat (Ca-Salz)
und Faktor V%) im Hochvakuum bei 105° iiber P,O; wahrend 1-2 Std. getrocknet, 7-(Benzvl-
oxycarbonylamino)-2-propanol iiber dem Molekularsieb 4 A1%) aufbewahrt, 7-(Benzylidenamino)-2-
propanol im Vakuum iiber Atznatron getrocknet.

1-(Benzyloxycarbonylamino)-2-propanol (VI). — Eine Losung von 23,6 g pL-1-Amino-2-pro-
panol in 455 ml Wasser wird auf 0-5° gekiihlt, mit 38,3 g Magnesiumoxyd und anschliessend im
Laufe von 20 Min. mit 66 g Chlorameisensiure-benzylester versetzt; das Reaktionsgemisch wird
noch ca. 20 Std. bei Raumtemperatur gerithrt und dann iiber eine Schicht eines Filterhilfsmittels
filtriert und der Filterkuchen mit Ather gewaschen. Das Filtrat wird mit dem zum Waschen
verwendeten Ather ausgezogen, die Atherlosung mit gesittigter Kochsalzlésung gewaschen und
mit Calciumchlorid getrocknet. Nach Verdampfen des Loésungsmittels destilliert man den Riick-
stand und erhdlt 51,6 g (78,6%) DL-1-(Benzyloxycarbonylamino)-2-propanol, Sdp. 136-137°/
0,06 Torr, njz)o = 1,5240.

C1HisNO; (209)  Ber. C 63,14 H 7,23%  Gef. C 62,7 H 7,119

D-7-(Benzyloxycarbonylamino)-2-propanol, in gleicher Weise hergestellt, hatte ’oc]f)o =
—9,47° (¢ = 4,68 in Methanol).

(7-0-D- Ribofuranosyl-5, 6-dimethyil-benzimidazol)-2’, 3'-hydvogenphosphorsdureester (cyclisches o-
Ribazolphosphat, IV). 350 mg eines Gemisches von (1-x-D-Ribofuranosyl-5,6-dimethyl-benzimi-
dazol)-3’- und -2’-dihydrogenphosphorsaureester (IIL bzw. sein 2’-Isomeres) werden in 2,5 ml
28 Ammoniak gelost und mit einer Mischung von 2,5 ml Formamid, 1031 mg Dicyclohexyl-car-
bodiimid und 6 ml tert.-Butylalkohol versetzt. Das entstehende Gemisch wird 3 Std. unter Riick-
fluss erhitzt, nach Abkiithlen im Vakuum von tert.-Butylalkohol befreit, mit 20 ml Wasser ver-
setzt, dreimal mit Ather extrahiert und der Ather verworfen. Nach der Extraktion wird der
ausgefallene Dicyclohexylharnstoff abgesaugt, das Filtrat im Vakuum bei 35° eingeengt und
schliesslich im Exsikkator unter Verwendung einer Hochvakuumpumpe zur Trockne gebracht.
Der Riickstand wird in 30 ml Aceton aufgenommen und mit einer Losung von 294 mg Calcium-
jodid in 4 ml Aceton versetzt. Der entstandene Niederschlag wird durch Zentrifugieren gesam-
melt, viermal mit je 30 ml Aceton gewaschen und anschliessend im Vakuum bei Raumtemperatur
getrocknet. Man erhilt 360 mg des wasserhaltigen Calciumsalzes, welches papierchromatogra-
phisch (System Isoamylalkohol/10-proz. wisserige Sodalésung 1:1) einheitlich ist und folgende
Maxima aufweist:

in 0,058 HCl: 277 und 283,5 my; EI%  — 169 und 158;

lem

in 0,04n KOH: 247, 278,5 und 287,5 my; Ej% — 161,5, 103 und 101.

[7-0-D-Ribofuranosyl-5,6-dimethyl-benzimidazol]-3'-[ (DL-2-amino-T-methyl-dthyl)-hydvogenphos-
phorsdaureester] (ITa) und [1-0-D-Ribofuvanosyl-5,6-dimethyl-benzimidazol]-2’-[(DL-2-amino-7-
methyi-dthyl)-hydvogenphosphorsiuveester] (IIb). — Methode A. 174 mg Calciumsalz des cyclischen
a-Ribazolphosphates IV werden mit 1,9 ml pL-1-(Benzyloxycarbonylamino)-2-propanol (VI) und
0,45 ml Dioxan, das mit Salzsdure gesittigt ist, versetzt. Durch kraftiges Schiitteln bringt man
allmihlich das Calciumsalz in Losung und ldsst dann das Gemisch noch 20 Min. bei Raum-
temperatur stehen. Dann wird der grésste Teil der Salzsdure durch Evakuieren iiber Natrium-
hydroxyd entfernt und die verbleibende Salzsiure durch Zusatz von Ammoniak in tert.-Butanol
(1 Teil konz. Ammoniak, 9 Teile tert.-Butanol) neutralisiert. Zur Entfernung des iiberschiissigen
Ammoniaks wird evakuiert und dann der Riickstand in 30 ml Wasser aufgenommen und mit 1 ml
Eisessig versetzt. Durch Extrahieren mit Ather entfernt man iiberschiissiges VI. Die wisserige

16) W. BUNGE, in E. MULLER, Methoden der Organischen Chemie, Bd. 1/2, S. 765, G. Thieme
Verlag, Stuttgart 1959.

17) H. Kienitz, in E. MULLERS), Bd. I/2, S. 249.

18) R. SCHROTER, in E. MULLER®), Bd. XI/1, S. 1026.
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Phase wird ohne weitere Reinigung zwecks Entfernung der Benzyloxycarbonyl-Gruppe mit 300
mg 10-proz. Palladiummohr-Kohle und Wasserstoff behandelt. Die hydrierte Losung wird durch
eine Siule aus Amberlite XE-64-H (1,5 x 70 cm) filtriert und die Sdule so lange mit Wasser ge-
waschen, bis alles ¢-Ribazolphosphat entfernt ist. Der Austauscher wird dann in Wasser suspen-
diert, mit Ammoniak neutralisiert und mit Wasser eluiert. Das Eluat wird im Vakuum auf etwa
2 ml eingeengt und an einer Sdule aus Diidthylaminodthyl-Zellulose (1,0 9,5 cm) unter Ver-
wendung von Wasser chromatographiert. Die durch Elution mit Wasser gewonnene Fraktion,
welche auf Grund ihrer UV.-Absorption und Ninhydrinreaktion das gesuchte Material (IIa+ IIb)
enthilt, wird im Vakuum eingeengt und getrocknet. Man erhilt etwa 25 mg einer farblosen,

amorphen Substanz mit demselben Absorptionsspektrum wie o-Ribazolphosphat: E}Zf’n = 0,91
bei 277 my (in 0,028 Salzsdure). Elektrophoretisch ist die Substanz bei pH 6,5 neutral und bei
pH 10,5 sauer. 6 mg des so erhaltenen Produktes werden in wenig Wasser gel6st, auf einen
Bogen Papier (SCHLEICHER & ScHULL Nr. 2043a) gebracht und aufsteigend, unter Verwendung
des Entwicklers D (Tab. 1), iiber Nacht chromatographiert. Das getrocknete Papier zeigt unter
der UV.-Lampe zwei fluoreszierende Zonen mit den Rf-Werten 0,72 (ITa) bzw. 0,80 (IIb). Die
beiden Zonen werden herausgeschnitten, fein zerkleinert, auf je eine Sdule (1 x 10 cm) aus Di-
dthylaminoidthyl-Zellulose (Basenform) gebracht und mit Wasser cluiert. Man erhilt nach Ein-
engen und Trocknen salzfreie Eluate in etwa gleicher Menge (3 mg) Beide Substanzen haben das-
selbe UV.-Absorptionsspektrum wie «-Ribazolphosphat und reagieren mit Ninhydrin positiv.

Methode B. 100 mg Calciumsalz des cyclischen Ribazolphosphates IV werden mit 1 g 1-
{Benzylidenamino}-2-propanol (VIf) und 1,5 ml Dimethylformamid versetzt und geschiittelt, bis
alles gelost ist. Nach Zusatz von etwa 100 mg Natrium-tert.-butylat und erneutem Schiitteln bis
zum Auflésen des Zusatzes wird der Ansatz 20 Min. bei Raumtemperatur stehengelassen und
nacheinander mit 2 ml Eisessig und 30 ml Wasser versetzt (die wisserige Losung soll schwach
sauer reagieren). Nach Einengen auf einige ml wird die Reaktionslésung durch eine Saule (1< 70
cm) von Amberlite XE-64 chromatographiert. Die weitere Verarbeitung erfolgt wie bei der
Methode A, die Gesamtausbeute an Ila und IIb betrigt ca. 159, (bezogen auf das cyclische
Ribazolphosphat), das Mengenverhaltnis von IIa zu IIb ist jedoch ca. 1:10.

Kondensation von Faktor V., mit einem Gemisch von Ila und I1b. 2,6 mg Faktor V,; werden
in 0,8 ml trockenem Dimethylformamid geldst und mit 0,016 ml einer 7-proz. Lésung von Tri-
dthylamin in Dimethylformamid versetzt. Unter Schiitteln kithlt man auf —15° und versetzt
mit 0,008 ml einer 5-proz. Losung von Chlorameisensidure-dthylester in Dimethylformamid, die
unmittelbar vor dem Zusatz hergestellt wurde. Die entstandene Losung wird bei —15° gehalten.

Anderseits 16st man 4,15 mg des Gemisches von [1-¢-D-Ribofuranosyl-5, 6-dimethyl-benzimi-
dazol]-3’- und -2’-[(DL-2-amino-1-methyl-4thyl)-hydrogenphosphorsiureester] (IIa und IIb)
in 0,05 ml Wasser, verdiinnt mit 0,4 ml Dimethylformamid und kiihlt ebenfalls auf —15°.
Direkt vor der Zugabe zu der Lésung des gemischten Anhydrids versetzt man die Lésung des
Phosphates mit 0,005 ml 1~n Natronlauge!?). Nach dem Vermischen der beiden Lésungen steigert
man die Temperatur auf 0° und halt dann etwa 30 Min. bei 0°. Anschliessend wird im Laufe
von 20 Min. die Temperatur bis auf 30° gesteigert und wiahrend weiteren 30 Min. auf dieser Héhe
gehalten. Nach Zusatz einer Spur 10-proz. Blausiure werden die Kondensationsprodukte durch
Zusatz von Aceton/Ather ausgeflockt und abfiltriert. Der Filterriickstand wird elektrophoretisch
bei pH 2,7 getrennt und die mit Wasser eluierten Substanzen A und B wie folgt weiter gereinigt:

Substanz A. Die in der Elektrophorese bei pH 2,7 neutrale Zone, welche rotgefarbt ist, wird
mit Wasser eluiert, mit Phenol extrahiert und der Phenolextrakt in tiblicher Weise aus wisse-
rigem Aceton umkristallisiert. Die kristalline Substanz ist auf Grund ihres Absorptionsspektrums
sowie papierchromatographischen und elektrophoretischen Verhaltens mit Vitamin B,, identisch.
Die Ausbeute betragt etwa 409, berechnet auf eingesetzten Faktor V.

Substanz B. Die in der Elektrophorese bei pH 2,7 basische Zone (Rf-Wert relativ zu Faktor
Via = 0,7), welche orangerot gefarbt ist, wird mit Wasser eluiert, das Eluat an einer Sdule
(1 x10 cm) aus Phosphat-Zellulose?®0) adsorbiert und nach Waschen mit Wasser mit einer 0,5-
proz. wisserigen Blausdurelosung rasch eluiert. Der violette Durchlauf wird im Vakuum einge-

19) Fiir die Kondensation muss ITa bzw. ITb als Natriumsalz vorliegen, vgl. die vorangehende
3. Mitteilung.
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engt und liefert in ca. 40-proz. Ausbeute ein Produkt, dessen papierchromatographisches Ver-
halten in Tab. 3 zusammengestellt ist.

Vitamin B,y aus Faktor Vi, und IIa?'). 2,6 mg (2 x10~% Mol) Faktor V,, werden in 0,8 ml
trockenem Dimethylformamid gelést und mit 0,016 ml einer 7-proz. Lésung von Tridthylamin in
Dimethylformamid versetzt. Zu dieser auf ca. —15° gekiihlten Losung werden 0,008 ml einer
irisch bereiteten 5-proz. Lésung von Chlorameisensidure-dthylester in Dimethvlformamid (ent-
haltend 4 x 10-¢ Mol Ester} zugegeben.

Tabelle 3. Papievchromatographisches Verhalten dev Substanz B

Losungsmittelgemisch, Farbe der \}E:_“ N rt;
Cyanidiberschuss Flecke (Vi :imlg 12

sec.-Butanol

Eisessig orangerot 1,13

Wasser4)

sec.-Butanol

Wasser4) orangerot 1,2

sec.-Butanol

Ammoniak violett 1,0

Wasser14)

Gleichzeitig werden 2 mg (ca. 5x 1078 Mol) IIa?l) in 0,05 ml Wasser und 0,4 ml Dimethyl-
formamid gelost, mit ca. 0,003 ml 1Nn NaOH versetzt und nach Abkiihlen auf —15° zur Losung
des gemischten Anhydrids gegeben. Man hilt ca. 30 Min. bei 0° und ebensolange bei 30-35°.
Dann wird eine Spur.Blausidure zugesetzt, worauf die Cobalamine durch Zusatz von Aceton und
Ather ausgeflockt werden. Nach Abtrennung der Flocken wird Vitamin B, von dem nicht um-
gesetzten Faktor V,  elektrophoretisch bei pH 2,7 getrennt. Nach Elution mit Wasser und iibli-
cher Verarbeitung werden 1-2 mg kristallisierte Substanz erhalten.

Diasteveomeres des Vitamins By, mit 1L-1-Amino-2-propanol. Man arbeitet in gleicher Weise
wie bei der Synthese des Vitamins B,,, verwendet aber die Verbindung IIa, welche aus L-1-
Amino-2-propanol??) hergestellt wurde. Der Versuch verliuft vollig gleich. Das kristalline Pro-
dukt unterscheidet sich von Vitamin B,, nur durch geringere mikrobiologische Aktivitit.

SUMMARY

A partial synthesis of vitamin B,, is described, starting from factor V,,, a mono-
carboxylic acid. The necessary phosphoric acid diester containing the nucleotide and
1-amino-2-propanol is obtained from the 2',3’-cyclic phosphate of 1-a-p-ribofurano-
syl-5,6-dimethyl-benzimidazole. Condensation of factor V,, with the ‘side chain’ is
effected via a mixed anhydride. Unnatural analogues of vitamin B,,, one with r-1-
amino-2-propanol in place of the p-isomer, and one with the phosphoric acid group
attached to the 2'-hydroxy group of ribose, have been obtained.

Biochemisches Forschungslaboratorium der ASCHAFFENBURGER
ZELLSTOFFWERKE AG., Stockstadt a. M., und
Chemische Forschungsabteilung der
F. HorrMANN-LA RocHE & Co. AG., Basel

20y ] PAWELKIEwWICZ, W. WALERvcH, W. FriEDRICH & K. BERNHAUER, J. Chromato-
graphy, im Druck.

21y Hergestellt aus p-1-Amino-2-propanol.

22) Fiir die Uberlassung von L-1-Amino-2-propanol danken wir Herrn F. WAGNER.



