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SUMMARY 

The mixed anhydride from factor V,, and ethyl hydrogen carbonate reacts with 
nL-2-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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Vitamin B,, kann synthetisch aus Faktor V,,, dessen Struktur als die des Cobyrin- 
shre-abcdeg-hexamids 3, bewiesen wurde 4), gewonnen werden. Das verwendete Syn- 
theseschema erlaubt auch den Aufbau neuartiger, unnatiirlicher Analoga des Vit- 
amins B,,, in denen D-1-.4mino-2-propanol durch andere Aminoalkohole ersctzt ist. 
Die SchluWstufe besteht in der Kondensation von I mit I1 a oder Analoga desselben. 

Die Herstellung des als Ausgangsmaterial benotigten gemischten Anhydrids I 
aus Faktor V,, und Kohlensaure-monoathylcster ist in einer vorangehenden Mitteilung 
beschrieben worden 4). (1-a-~-Ribofuranosy~-5,6-dimethyl-benzimidazol)-3'-dihydro- 
genphosphorsaureester (III), der im folgenden als a-Ribazolphosphat bezeichnet wird, 
kann sowohl synthetisch als auch durch Abbau von Vitamin B,, liergestellt wer- 
den 5 ) ) " ) ' ) .  Beim Behandeln des a-Ribazolphosphats in einem Gemisch von Formamid, 
tert .-Butan01 und Ammoniak mit Dicyclohexyl-carbodiimid entsteht in praktisch 
quantitativer Ausbeute das cyclische Phosphat IV [(l-a-~-~ibofuranosyl-5,6-dimc- 

l) Biochemisches Forschungslaboratorium der ASCHAFFENBURGER ZELLSTOFFWERKE AG., 

2, Chemische Forschungsabteilung der F. HOFFMANN-LA ROCHE & Co. AG., Basel. 
IUI'AC, Nomenclature of Organic Chemistry 1957, S. 85-87, Butterworth, London 1958. 

4) 2. Mitteilung, Helv. 43, 696 (1960). 
5 ,  E. A. KACZKA, 11. HEYL, W. H. JONES & K. FOLKERS, J .  Amer. chem. Soc. 74, 5549 

(1952); J .  B. ARMITAGE, J .  R. CANNON, A. W. JOHNSON, L. 12. J .  PARKER, E. L. SMITH, W. H. 

6 ,  R. BONNETT, J .  G. BUCHANAN, A. W. JOHNSON & A. R. TODD, J .  chem. Soc. 7957, 1168. 
') W. FRIEDRICH & K. BERNHAUER, 2. Xaturforsch. Sb,  685 (1954). 

Stockstadt a. M. 

STAFFOKD & A. R. TODD, J.  chem. SOC. 7953, 3849. 



Volumen XLIII, Fasciculus I I I  (1960) - No. 56 705 

thyl-benzimidazol)-2’,3’-hydrogenphosphorsaureest er) ] 6)8) 9)10). Die Umsetzung von 
IV mit einem Derivat des 1-Amino-2-propanols (V), z. B. mit 1-(Benzyloxycarbonyl- 
amino)-2-propanol (VI) oder l-(Benzylidenamino)-2-propanol (VII), fiihrt nach Ent- 
fernen der Schutzgruppen zu einem Gemisch isomerer (2-Amino-1-methyl-athyl) -ester 
( I Ia  und I Ib)  des a-Ribazolphosphats, die sich durch die Art der Verknupfung des 
Phosphorsaurerestes mit der Ribose (am 3’- bzw. 2’-Hydroxyl) unterscheiden. 
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KHORAN.4 et aZ8)9) erhielten durch Umsetzung von Adenosin-2’,3’-hydrogenphosphor- 
saureester mit Renzylalkohol und Satriumbenzylat als Katalysator ein Gemisch zweier Benzyl- 
ester. Mit Chlorivasserstoff als Katalysator und bei Verivendung eines grossen Alkohol-Uber- 
schusses wurden aus verschiedenen 2’, 3’-Ribotiden Benzyl-, Propyl- und Isopropylester von 

s, C. A.  DEKKER & H. G. KHORANA, J. Amer. chem. Soc. 76, 3522 (1954). 
s, G. M. TENER & H G. KHORANA, J .  Amer. chem. Soc. 77, 5349 (1955). 

lo) H. G. KHORANA, G. M. TENER, R. S. WRIGHT & J .  G. MOFFATT, J .  Amer. chem. Soc. 79, 
430 (1957); &‘I. SMITH, J. G. MOFFATT & H. G. KHORANA, ibid. 80, 6204 (1958). 
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Nucleotiden hergestellt. Mit bestimmten Alkoholen, z.  B. Benzyl- oder Isopropylalkohol, wur- 
den uberwiegcnd die Derivate der 3’-Nucleotide erhalten. 

Fur die Kondensation des 1-(Benzyloxycarbony1amino)-2-propanols (VI) mit 11’ 
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 iiberschussigem tert.-Butylalkohol als Katalysator verwendet wird. Die Wahl des 
Keaktionsmilieus kann das Verhaltnis 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 rnit Essigsaure vorgenommen. Die Ausbeute in dieser Stufe ist nach beiden 
Methoden gering (ca. 15%), so dass die Aufarbeitung nur mittels Chromatographic 
gelingt. Das gewiinschte Produkt, IIa neben I1 b, sowie eine betrachtliche Menge 
eines Nebenproduktes, bleiben beim Durchlauf an einer Saule aus Amberlite XE-64 
haften, wahrend a-Ribazolphosphat (111) durchlauft. Durch anschliessende Chromato- 
graphic an Diathylaminoathyl-Zellulose 11) kann das Nebenprodukt, welches mit 
Ninhydrin keine Farbung gibt, abgetrennt werden. Das Gemisch von I I a  und I I b  
kann papicrchromatographisch in zwei Ninhydrin-positive, unter der UV.-Lampe 
fluoreszierende Flecke getrennt werden (siehe Tab. 1). 

Mit den1 Entwickler D wird das Cemisch praparativ getrennt und anschliessend 
an Diathylaminoathyl-Zellulose entsalzt. I1 a und I1 b haben dasselbe UV.-Absorp- 
tionsspektrum wie a-Ribazolphosphat (111) und verhalten sich elektrophoretisch in 
verdunnter Essigsaure als Basen, bei pH 11 als Sauren. Auf Grund der weiteren Um- 
setzungen ergibt sich, dass I I a  das gesuchte 3’-Ribotid, I1 b das isomere 2’-Ribotid 
darstellt. 

11) E. A. PETERSON & H .  A. SOBER, J. Amer. chem. SOC. 78, 751 (1956). 
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Fur die Verknupfung von I rnit IIa oder I Ih  wird das gemischte Anhydrid 1 4 )  

mit einer wasserigen Dimethylformamidlosung des Natriumsalzes von I1 a bzw. I1 b 
umgesetzt. Orientierende Versuche fur die Kondensationsstufe wurden mit einem 
Gemisch von I1 a und I1 b, welches aus racemischem 1-Amino-2-propanol hergestellt 
worden war, durchgefiihrt. In  diesem Fall zeigte sowohl die Papierchromatographie 

Tabelle 1. Papierchuomatogunphisches Veuhalten eines Gemisches von I J a  und I I b  

I 
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ca. 11 0,58 1 0,70 
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3 5  0,92 
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*) Nicht getestet. 

als auch die Elektrophorese des Kondensationsproduktes, dass neben Faktor V,,, 
cler durch Hydrolyse des gemischten Anhydrids entsteht, zwei Cobalamine (A und R) 
gebildet worden waren. Wird die Kondensation von I rnit reinem I1 a durchgefiihrt, 
so enthalt das Reaktionsgemisch neben etwas Faktor V,, nur das Produkt A;  mit 
11 b als Aminkomponente entsteht in gleicher Weise nur das Produkt R. 

12) F. CRAMER, nPapierchromatographies, 4.  Aufl , Verlag Chemie, 1958. 
13) R. J. BLOCK, R. LE STRANGE & G. ZWEIG, ((Paper Chromatography)), S. 118, Academic 

Press, New York 1952. 
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Subslanz A wird durch Umkristallisieren aus wasserigem Aceton in schonen roten 
Nadelchen erhalten, die elektrophoretisch und papierchromatographisch in verschie- 
denen Entwicklersystemen14) nicht von Vitamin R,, unterschieden werden konnen. 
Die mikrobiologische Aktivitat von A ist abhangig davon, ob das in der Kondensa- 
tion verwendete I1 a aus racemischem oder optisch aktivem 1-Amino-2-propanol her- 
gestellt wurde (Tab. 2). Substanz A mit n-1-Amino-2-propanol ist erwartungsgemass 

.. \ .., , ’. ...;. 1 

i0 330 450 5kO m p  

Fig. 1. Absorfitionsspektvurn dev Substanz H in U’assev 
Form X, pH 3 ;  Maxima bei 277, 321, 356, 500 und 528 mp; 

~ Form Y ,  pH 7 ;  Maxima bei 277, 306, 323,  360,5 und 548 mp: 
- Form Z, pH 10,5 und Cyanid-cberschuss; Maximabei277,288,307,367,540 und 580 mp. 

biologisch bei drei Testorganismen gleich wirksam wie Vitamin BIZ. Substanz A mit 
12-l-Amino-2-propanol, die man als Diastereomeres des naturlichen Vitamins be- 
zeichnen kann, hat,  je nacli Testorganismus, zwischen 60 und 7094 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 o rangerote 
Zone gegen die Kathode, in neutralem und schwach alkalischem Milieu als violettrote 
Zone (Dicyanoform) gegen die Anode. Die Verbindung verhalt sich demnach wie 

Bd. 11, S. 661, G. Thieme Verlag, Stuttgart 1959. 

M. LOKENZ. 

14) 1%‘. FRIEDRICH & K. BERNHAUER, in K. F. BAUER uMedizinische Crnndlagenforschunga, 

15) Fur die Durchfuhrung der Teste danken wir Frau Llipl. Chem. E. RECHER soivie Frl, 
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(lie sogenannten inkompletten Faktoren14), in denen der Nucleotidteil fel-ilt oder 
durch eine Cyanidgruppe aus der Koordination mit dem Kobaltatom verdrangt ist. 
Durch Abbau mit Salzsaure wurde fcstgestellt, dass B das Nucleotid enthalt, was 
auch aus dem Absorptionsspektrum der Dicyanoform, in der die Bande bei 288 mp14) 
( ~r in Fig. 1) deutlich zu sehen ist, hervorgeht. Um eine eventuell eingetretene Acyl- 
wanderung des Phosphorsaurerestes in die 5-Stellung der Ribose bei der Herstellung 
ausschliessen zu konnen, wurde das durch Abbau der Substanz B erhaltene Gemisch 
von a-Ribazolphosphat (111) und seinem Z'-Isomeren 6, nach Abtrennung aus dem 
Hydrolysegemisch durch Absorptionsspektrum und Rf-Wertc der bciden Nucleotide 6, 

und durch die Uberfuhrung in den cyclischen Phosphorsaureester IV sichergestellt. 
Diese Befunde bestatigen dic fur die Verbindung I1 b vermutete Struktur des [l-oc-n- 
Ribofuranosyl-5,6-dimethyl- benzimidazol] -2' - [(2-amino-l-m-thyl-athyl) -hydrogen- 
phosphorsaureesters] . 

Die Eigenschaften der Substanz B, im Vergleicli mit Vitamin B,,, das sich nur 
durch die Verknupfung des Phosphorsaurerestes mit der Ribose unterscheidet, zcigen, 
dass durch diese Anderung in der Molekel die koordinative Bindung zwischen dem 
Stickstoffatom des Dimethylbenzimidazols und dem zentralen Kobaltatom ge- 
schwiicht wird. In Fig. l sind die Absorptionsspektren der Substanz B bei verschie- 
denen pH-Werten abgebildet. Bei pH 3 unterscheidet sich das Absorptionsspektrum 
deutlich von demjenigen des Vitamins Bl,. Vermutlich liegt dic Substanz B in diesem 
pH-Bereich in der Form X (Fig. 2) vor. Vitamin B,, ist im physiologischen Bereich 
in dieser Form nicht bestandig. Bei pH 7 (ohne Cyaniduberschuss) und pH 10,5 
(mit Cyanidiiberschuss) unterscheidet sich die Absorption von B nicht von dcrj enigen 
des T'itamins R,, und entspricht den Formen 'I' und 2 der Fig. 2. 

Form X Form Z 

Im Gegensatz zu den bisher biosynthetisch zuganglichen Cobalamin-Analoga, bei 
denen das Dimethylbenzimidazol des Vitamins B,, durch andere Basen ersetzt ist, 
bietet die beschriebene Partialsynthese von Cobalaminen die Rloglichkeit, 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 BIZ-Gruppe gefordert und weitere Einblicke in die bio- 
logische Wirkungsweise gewonnen werden konnen. 
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Experimenteller Teil 
Reinzgung und Tuocknung der Losungsmittel und Agenzien. - Dioxan16) : Kochen rnit Salz- 

same, Behandeln rnit KOH und Natrium sowie Destillation. - Dimethylformamidl6) : Azeotrope 
nestillation mit Benzol und Wasser und Aufbewahren im Dunkeln bei + 3" uber LINDE'S Mole- 
kularsieb 4 ,1l7). - Tviuthy1aminlsj : Zwecks Beseitigung von primaren und sekundaren Rminen, 
mit p-Toluolsulfochlorid in wasseriger Lauge behandelt. - Cyclisches a-Ribazolphosphat (Ca-Salz) 
und Faktor Vla4) im Hochvakuum bei 105' iiber P,O, wahrend 1-2 Std. getrocknet, I - (Benzy l -  
oxycarbonylamino)-Z-pvopanol iiber dem Molekularsieb 4 A17) aufbewahrt, I - (  Denzylidenamino)-2- 
propanol im Vakuum iiber Ltznatron getrocknet. 

I - (  Benzyloxycarbonylamino)-2-propanol ( V I )  . - Eine Losung von 23,6 g DL-1-Amino-2-pro- 
panol in 455 ml Wasser wird auf 0-5" gekiihlt, rnit 38,3 g Magnesiumoxyd und anschliesiend im 
Laufe von 20 Min. rnit 66 g Chlorameisensaure-benzylester versetzt ; das Reaktionsgemisch wird 
noch ca. 20 Std. bei Raumtemperatur geriihrt und dann iiber eine Schicht eines l'ilterhilfsmittels 
filtriert und der Filterkuchen mit Ather gewaschen. Das Filtrat wird rnit dem zum Tlraschen 
verwendeten Ather ausgezogen, die Atherlosung mit gesattigter Kochsalzlosung gewaschen und 
mit Calciumchlorid getrocknet. Nach Verdampfen des Losungsmittels destilliert man den Ruck- 
stand und erhalt 51,6 g (78,6;/0) ~~-l-(Benzy~oxycarbonylamino)-2-propanol, Sdp. 136-137"/ 
0,06 Torr, n$ = 1,5240. 

CllHl,XO, (209) Ber. C 63,14 H 7,23:/, Gef. C 62,7 H 7,11°<, 

D - I - (  Uenzyloxycarbonylamino)-Z-propanol, in gleicher Weise hergestellt, hatte [tc];; = 

-9,47" (c = 4,68 in Methanol). 

( I -x-~~Ribofuvanosyl-5,6-dimethyl-henzimidazol~-2 ' ,  3'-hydrogenphosphorsaureester (cyclisches tc- 
Ribazolphosphat, I V ) .  350 mg eines Gemisches von (1-a-o-Ribofuranosyl-5, 6-dimethyl-benzimi- 
dazol)-3'- und -2'-dihydrogenphosphorsaureester (111 bzw. sein 2'-Isomeres) werden in 2,5 nil 
Z N  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 Ruck- 
fluss erhitzt, nach Abkiihlen im Vakuum von tert.-Butylalkohol befreit, rnit 20 ml Wasser ver- 
setzt, dreimal rnit Ather extrahiert und der Ather verworfen. Nach der Extraktion wird dcr 
ausgefallene Dicyclohexylharnstoff abgesaugt, das Filtrat im Vakuum bei 35' eingeengt und 
schliesslich im Exsikkator unter Verwendung einer Hochvakuumpumpc zur Trockne gebracht. 
Der Ruckstand wird in  30 ml Aceton aufgenommen und rnit einer Losung von 294 mg Calcium- 
jodid in 4 ml Aceton versetzt. Der entstandene Niederschlag wird durcli Zentrifugicren gesam- 
melt, viermal mit je 30 ml Aceton gewaschen und anschliessend im Vakuum bei Raumtemperatur 
getrocknet. Man erhalt 360 mg des wasserhaltigen Calciumsalzes, welches papierchromatogra- 
phisch (System Isoamylalkohol/lO-proz. wasserige Sodaldsung 1 : 1) einheitlich ist und folgende 
Maxima aufweist : 

in 0 , 0 5 ~  HC1: 277 und 285,5 mp;  E:E$ = 169 und 158; 
in 0,04~ KOH: 247, 278,5 und 287,5 m p ;  = 161,5, 103 und 101 

[I -a-~-Ribofnvanosyl-5,6-dimethyl-benzimidazol~ -3'- [ ( ~ ~ - 2 - a m i n o -  I -mcth yl-athyl) - hydrogenphos- 
phorsUuree.stev] (11 a )  und [I-M-D -Ribojuvanosyl-5,6-dimethyl-benzimidazoll-2'- [ ( ~ ~ . - 2 - a m i n o - l -  
methyl-uthyl)-hydvogenphosphosphorsaureestev] ( I I  b) .  - Methode A .  174 mg Calciumsalz des cyclischen 
a-Ribazolphosphates I V  iverden rnit 1,9 ml IiL-1-(Renzyloxycarbony1amino)-2-propanol (VI) uiid 
0,45 ml Dioxan, das rnit Salzsaure gesattigt ist, versetzt. Durch kraftiges Schutteln bringt man 
allmahlich das Calciumsalz in Losung und lasst dann das Gemisch noch 20 Min. bei Rauni- 
temperatur stehen. Dann wird der grosste Teil der Salzsaure durch Evakuieren uber ?;atrium- 
hydroxpd entfernt und die verbleibende Salzsaure durch Zusatz von Ammoniak in tert.-Butanol 
(1 Teil konz. Ammoniak, 9 Teile tert.-Butanol) neutralisiert. Zur Entfernung des uberschiissigen 
Ammoniaks mird evakuiert und dann der Riickstand in 30 ml Wasser aufgenommen und mit 1 ml 
Eisessig versetzt. Durch Extrahieren mit Ather entfernt man uberschiissiges VI.  Die wasserige 

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

17) H. KIENITZ, in E. MULLER~~) ,  Bd. I/2, S. 249. 
18)  R.  SCHROTER, in E. M U L L E R ~ ~ ) ,  Bd XIj1. S. 1026. 

Verlag, Stuttgart  1959. 
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Phase wird ohne weitere Reinigung zwecks Entfernung der Benzyloxycarbonpl-Gruppe mit 300 
mg 10-proz. Palladiummohr-Kohle und Wasserstoff behandelt. Die hydrierte Losung wird durch 
eine Saule aus Amberlite XE-64-H ( l , 5  x 70 cm) filtriert und die Saule so lange mit Wasser ge- 
waschen, bis alles m-Ribazolphosphat entfernt ist. Der Austauscher mird 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 Saule aus Diathylaminoathyl-Zellulose (1 ,O x 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 (I1 a+ I1 b) 
enthalt, wird im Vakuum eingeengt und getrocknet. Man erhalt etwa 25 mg einer farblosen, 
amorphen Substanz mit demselben Absorptionsspektrum \vie a-Ribazolphosphat : EiZl = 0,91 
bei 277 mp (in 0 , 0 2 ~  Salzsaure). 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 gclost, auf einen 
Bogen Papier (SCHLEICHER & SCHULL Nr. 2043 a) gebracht und aufsteigend, untcr Verivendung 
des Entwicklers D (Tab. l ) ,  iiber Xacht chromatographiert. Das getrocknete Papier zeigt unter 
der UV.-Lampe zwei fluoreszierende Zonen rnit den Rf-Werten 0,72 ( I Ia)  bzw. 0,80 ( I l b ) .  Die 
beiden Zonen werden herausgexhnitten, fein zerkleinert, auf je eine Saule (1 x 10 cm) aus Di- 
athylaminoathyl-Zellulose (Basenform) gebracht und rnit Wasser eluiert. Man erhalt nach Ein- 
engen und Trocknen salzfreie Eluate in etwa gleicher Menge ( 3  mg) Beide Substanzen haben das- 
selbe UV.-Absorptionsspektrum wie cc-Ribazolphosphat und reagieren rnit Ninhydrin positiv. 

Methode R.  100 mg Calciumsalz des cyclischen Ribazolphosphates IV werden rnit 1 g 1- 
(Benzylidenamino)-Z-propanol (VII )  und 1,5 ml Dimethylformamid versetzt und geschuttelt, bis 
alles gelost ist. Xach Zusatz von etwa 100 mg Natrium-tert.-butylat und erneutem Schutteln bis 
zum Auflosen des Zusatzes wird der Ansatz 20 Min. bei Ranmtemperatur stehengelassen und 
nacheinander mit 2 ml Eisessig und 30 ml Wasser versetzt (die wasserige Losung sol1 schwach 
sauer reagieren). Nach Einengen anf einige ml wird die Reaktionslosung durch eine Saule (1 x 70 
cm) von Amberlite XE-64 chromatographiert. Die weitere Verarbcitung erfolgt wie bei der 
Methode A, die Gesamtausbeute an I I a  und I Ib  betragt ca. 150;, (bezogen auf das cyclische 
Ribazolphosphat), das Illengenverhaltnis vnn I I a  zu I I b  ist jedoch ca. 1:10. 

Kondensation von Fuktor VIa mat einem Gemisch von I I u  und I I b .  2,6 mg Faktor V,, merden 
in 0,8 ml trockenem Dimethylformamid gelost und rnit 0,016 ml einer 7-proz. Losung von Tri- 
%thylamin in Dimethylformamid versetzt. Unter Schutteln kuhlt man anf - 15" und versetzt 
mit 0,008 ml einer 5-proz. Losung von Chlorameisensaure-athylester in Dimethylformamid, die 
unmittelbar vor dem Zusatz hergestellt wurde. Die entstandene Losung wird bei - 15" gehalten. 

Anderseits lost man 4,15 mg des Gemisches von [1-a-o-Ribofuranosyl-5,6-dirnethyl-benzimi- 
dazoll-3'- und -2'-[(~~-2-amino-l-methyl-athyl)-hydrogenphosphorsaureester] (I1 a und I1 b) 
in 0,05 ml Ll'asser, verdiinnt mit 0,4 ml Dimethylformamid und kuhlt ebenfalls anf - 15'. 
Uirekt vor der Zugabe zu der Losung des gemischten Anhydrids versetzt man die Losung des 
Phosphates mit 0,005 ml 1~ Xatronlauge19)). Nach dem Vermischen der beiden Losungen steigert 
man die Temperatur auf 0" und halt dann etwa 30 Min. bei 0". Anschliessend wird im Laufe 
von 20 Min. die 'l'emperatur bis auf 30" gesteigert und wahrend weiteren 30 Min. auf dieser Hohe 
gehalten. Nach Zusatz einer Spur 10-proz. Blausaure werden die Kondensationsprodukte durch 
Zusatz van Xceton/Ather ausgeflockt und abfiltriert. Der Filterriickstand wird elektrophoretisch 
bei pH 2,7 getrennt und die rnit Wasser eluierten Substanzen A und B wie folgt weiter gereinigt: 

Substunz A .  Die in der Elektrophorese bei pH 2,7 neutrale Zone, welche rotgefarbt ist, wird 
rnit XVasser eluiert, rnit Phenol extrahiert nnd der Phenolextrakt in iiblicher Weise aus wasse- 
rigi.m Aceton umkristallisiert. Die kristalline Snbstanz ist anf Grund ihres Absorptionsspektrums 
sowie papierchromatographischen nnd elektrophoretischen Verhaltens mit Vitamin B,, identisch. 
Die Ausbeute betragt etwa 4094, berechnet auf eingesetzten Faktor V,,. 

Substanz B .  Die in der Elektrophorese bei pH 2,7 basische Zone (Rf-Wert relativ zu Faktor 
I T l a  = 0,7), welche orangerot gefarbt ist, wird rnit Wasser eluiert, das Eluat an einer Saule 
(1 x 10 cm) aus Phosphat-ZelluloseZ0) adsorbiert und nach Waschen mit Wasser mit einer 0,5- 
proz. wasserigen Blausaurelosung rasch eluiert. Uer violette Durchlauf wird im Vakuum einge- 

19) Fur die Kondensation muss I1 a bzm. I1 b als Natriumsalz vorliegen, vgl. die vorangehende 
3. Mitteilung. 
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engt und liefert in ca. 40-proz. Xusbeute ein Produkt, dessen papierchromatographisches Ver- 
halten in Tab. 3 zusammengestellt ist. 

Vitamin R,, aus Faktor V1, und Ilazl) .  2,6 mg (2 x 10-6 nlol) Faktor V1, werden in 0,8 ml 
trockenem Dimethylformamid gelost und mit 0,016 ml einer 7-proz. Losung von Triathylamin in 
Dimethylformamid versetzt. Zu dieser auf ca. - 15” gekuhlten Losung werden 0,008 ml einer 
frisch bereiteten 5-proz. Losung yon Chlorameisensaure-athylester in Uimethvlformamid (ent- 
haltend 4 x 1 0 F  Mol Ester) zugegeben. 

Tabelle 3 .  Papierchvomatographisches Vevlzalten dev Szibstanz B 

Rf-Werte I,osungsmittelgemisch, 
Cyanidiiberschuss 

se:.-Butanol 
Eisessig 
Wasser 14) 

see.-Butanol 
Wasser 14) I 1 orangerot 

sec.-nutanol 
Ammoniak ‘ violett 1 1,o 
Wasser 14) 

Gleichzeitig wcrden 2 mg (ca. 5 x lop6 Mol) IIaZ1) in 0,O.i ml Wasser und 0,4 ml Uimetliyl- 
formamid gelost, mit ca. 0,003 ml 1~ F a O H  versetzt und nach Abkuhlen auf - 1 5 O  ziir Losung 
des gemischten Anhydrids gegeben. Man halt ca. 30 Min. bei 0” und ebensolange bei 30-35”. 
Tlann wird eine Spur .Blausaure zugesetzt, worauf die Cobalamine durch Zusatz von Aceton und 
:ither ausgeflockt merden. Nach hbtrennung der Flocken wird Vitamin El, von dem nicht um- 
gesetzten Faktor T’,, elektrophoretisch bei pH 2,7 getrennt. Sach Elution mit JVasser und ubli- 
cher Verarbeitung werdcn 1-2 mg kristallisierte Substanz erhalten. 

Diasteveoineves des Vitamins B12 nzit ~-1-Anzino-2-propanol. Man arbeitet in gleicher IVeise 
wie bei der Synthese des Vitamins B,,, verwendet aber die Verbindung IIa, welche ails L-1- 
Xmino-2-propano122) hergestellt wurde. Der Versuch verlauft vollig gleich. Ilas kristalline Pro- 
dukt unterscheidet sich von Vitamin R,, nur durch geringere mikrobiologische Xktivitat. 

SUMMARY 

A partial synthesis of vitamin B,, is described, starting from factor V,,, a mono- 
carboxylic acid. The necessary phosphoric acid diester containing the nucleotidc and 
1-amino-2-propanol is obtained from the 2’, 3’-cyclic phosphate of l-cc-o-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 I<-1- 
amino-2-propanol in place of the 1)-isomer, and one with the phosphoric acid group 
attached to the 2’-hydroxy group of ribose, h a w  been obtained. 

Riochemisches Forschungslaboratorium der ASCHAFFENBURGER 
ZELLSTOFFWERKE AG., Stockstadt a. hl., und 

Chemische Forschungsabteilung der 
F. HOFFMANN-LA ROCHE & Co. AG., Basel 

20) J .  PAWELKIEWICZ, W. ~ V A L E R Y C H ,  W. FRIEDRICH & K. BERNHAUER, J .  Chromato- 
graphy, im Lhick. 

Hergestellt aus D-1-Amino-2-propanol. 
Fur die Uberlassung yon L-l-.~mino-Z-prnpanol danken u i r  Herrn 1;. \V.?.GP;ER. 


