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291. Wilhelm Friedrich und Konrad Bernhauer: Beitrige zur
Chemie und Biochemic der ,,Cobalamine®, I. Mitteil.: Uber die Alky-
lierung von B,,-Faktor III und Vitamin B,,

[Aus dem Biochemischen Forschungslaboratorium der Aschaffenburger
Zellstoffwerke A. (., Stockstadt a. M.]

(Eingegangen am 5. Mai 1956)

Die Alkylierung des phenolischen Hydroxyls des B,,-Faktors III
gelingt mittels Dialkylsulfaten oder Arylsulfonsiure-alkylestern. Die
5-Methoxy- und 5-Athoxy-benzimidazol-cobalamin-Analogen des
Faktors III werden in krist. Form gewonnen und charakterisiert.

Es wird eine allgemeine Methode zur Alkylierung von Benzimida-
zolcobalaminen am N?-Atom des Basenanteils beschrieben, die in der
Einwirkung von Dimethylsulfat auf die betreffenden Cobalamin-
Arten in Gegenwart von CN©-Ionen besteht. Die Cobalamin-Analo-
gen mit 3.5.6-Trimethyl-benzimidazol, 3-Methyl-5-hydroxy-benz-
imidazol und 3-Methyl-5-methoxy-benzimidazol werden hergestellt
und naher charakterisiert.

Die Struktur der neuen Cobalamin-Analogen wird durch ihren
hydrolytischen Abbau zu den Nucleotiden und Basen sichergestellt.
Die beiden durch Methylierung von Faktor III in Gegenwart von CNe-
Tonen dargesteliten Faktoren ergaben beim hydrolytischen Abbau
1-Methyl-6-hydroxy-benzimidazol. Daraus ergibt sich, daf im nati-
ven Faktor 111 das Hydroxyl des Benzimidazol-Anteils in Stellung 5
zur Zuckerkomponente sich befindet.

Der Vitamin B,,-Faktor IIT unterscheidet sich vom klassischen Vitamin
B,, dadurch, dall er als Basenanteil 5-Hydroxy-benzimidazol enthilt!-$),
wihrend Vitamin B,, als Basenanteil 5.6-Dimethyl-benzimidazol besitzt. Durch
das Vorhandensein eines phenolischen Hydroxyls nimmt der Faktor I1I eine
Sonderstellung unter allen bisher bekannt gewordenen Cobalamin-Arten ein.
Es bietet sich dadurch die Mgglichkeit, durch Substitutionen an diesem Hy-
droxyl die mannigfachsten Umsetzungsprodukte des Faktors III herzustellen
und deren biologische Eigenschaften zu priifen.

Die Alkylierung des Faktors III an der phenolischen Hydroxyl-Gruppe
geht mit Hilfe der iiblichen Alkylierungsmittel tiberraschend leicht vor sich,
ohne daBl dabei Nebenprodukte entstehen. Die Hydroxyl-Gruppen des Ri-
bose-Anteils werden nicht angegriffen.

Bei der Einwirkung von Dimethylsulfat, Benzol- oder p-Toluolsulfonsiure-
methylester auf Faktor III in wiiBriger, schwach alkalischer Losung bei 37°
erhilt man in guter Ausbeute das 5-Methoxy-benzimidazol-cobal-
amin in prichtigen rubinroten Nadeln (nachfolgend kurz als ,,Faktor 1IIIm*
bezeichnet). Der Strukturbeweis wurde in folgender Weise erbracht:

1. Vitamin B,, wird unter den gleichen Bedingungen nicht angegriffen
(s. Tafel 1).

1} W. Friedrich u. K. Bernhauer, Angew. Chem. 63, 627 [1953].

2) W. Friedrich u. K. Bernhauer, Z. Naturforsch. 9 b, 686 {1954].

3) W. Friedrich u. K. Bernhauer, Angew. Chem. 67, 619 [1955].

¢) W. Friedrich u. K. Bernhauer, Z. Naturforseh. 11 b, 68 [1956].

5) F. M. Robinson, I. M. Miller, J. F. McPherson u. K. Folkers, J. Amer. chem.
Soc. 77,5192 [1955]. °) W.Friedrich u. K. Bernhauer, Angew. Chem. 68, 439 {1956].
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Tafel 1. Verlauf der Methylierung von Vitamin B,; und Faktor III mit Di-
methylsulfat, abhéngig von pg und CN©-Konzentrationen

Eingesetzter ‘ Puffer- CNe- pg n. d. | Entstandene B,,-Faktoren

B,,-Faktor ‘ substanz l Quelle l Reaktion geschitzt in 9%
| _ B,Nm
HCN 40
Na,CO, NaCN 9.3 40
) ohne i 0.0
Vitamin B,, ]
HON | 95
NaHCO, NaCN 8.3 95
ohne 0.0
FIIIm |FIIINm {FIIImNm
HCXN 20 15 15
Na,CO, NaCN 9.3 20 15 15
ohne 70 Spur? Spur?
Faktor III
HCN Spur ? 30 65
NaHCO, NaCN 8.3 Spur ? 30 85
ohne 15 Spur? Spur ?

2. Faktor IIIm gibt beim Abbau mit 70-proz. Perchlorsiure Atiocobal-
amin (Faktor B, Faktor I) und ein Nucleotid.

3. Aus dem Absorptionsspektrum des Nucleotides des Faktors IIIm (s.
Abbild.1) ist ersichtlich, daf kein freies phenolisches Hydroxyl vorhanden ist.
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Abbild. 1. Absorptionsspektrum des Nucleotides des Faktors ITIm in Wasser bei py 1.0
(1), bei pg 8.0 und 12.0 (2) )

Es fehlt nimlich die fir das Nucleotid des Faktors III charakteristische
Bandenverschiebung von 290 my, auf 316 my, beim Ubergang ins alkalische
Gebiet (s. Tafel 4).

4. Beim Abbau des Nucleotides des Faktors IIIlm mit 6= HCl bei 150°
crbilt man 5-Hydroxy-benzimidazol.

Bei der Einwirkung von Disthylsulfat auf Faktor 111, im iibrigen unter vollig
gleichen Bedingungen wie bei Verwendung von Dimethylsulfat, erhilt man
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in guter Ausbeute das gleichfalls vor-
ziiglich kristallisierende 5-Athoxy-
benzimidazol-cobalamin (kurz
als ,,Faktor IIle“ bezeichnet). Fiir
seine Struktur sprechen neben der
Bildungsweise (analog der des Fak-
tors IIIm) seine physikalischen
Daten (s. Tafel 2) und die vollige
Ubereinstimmung seines Absorp-
tionsspektrums mit dem des bereits
auf biosynthetischem Weg gewon-
nencn Produktes?).

Ganz anders verliuft die Alky-
lierungin Gegenwart voniiber-
schiissigen Cyanid-lonen. Un-
ter diesen Bedingungen reagiert nicht
nur Faktor III, sondern auch Vit-
amin B;,. Wihrend aus diesem nur
ein Reaktionsprodukt entsteht, gibt
der Faktor III iiberwiegend zwei
verschiedene = Reaktionsprodukte.
Alle drei Cobalamin-Faktoren ver-
halten sich dhnlich wie das basen-
freie (inkomplette) Atiocobalamin,
d. h. sie sind in neutraler wiBriger
Lasung bei CNe-UberschuB violett,
und ihre Farbe schligt beim An-
siuern, z. B. mit Essigsiure, auf
pg 3 in Orange um. Sie sind in
schwach saurem Gebiet positiv ge-
laden, bewegen sich jedoch gegen
die Kathode etwas langsamer als
Atiocobalamin. Inneutralem Gebiet
sind sie ebenso wie Atiocobalamin
elektrophoretisch neutral (s. Tafel 2).
Die Absorptionsspektren aller drei
Faktoren unterscheiden sich von
dem des Atiocobalamins im Be-
reich von ca. 270 bis 320 mp. (s. Ab-
bild. 2 und 3) und éhneln bei CNe-
UberschuB denen der Dicyanokom-
plexc der zugehérigen Muttersub-

Verteil.-
Koeff, =1
bei 9/,
(NH,),S0,¢)

32
25.5

f) AC=Atiocobalamin.

0.0
0.0

0.0
0.0
0.0

weglichkeit

Relative papier-
elektrophorot. Be-
Atiocobalamin = 1
b) 100 cem sek.-Butanol + 14 ccm

c¢) Puffer: 0.5m Essigsiure, enthaltend CN©, py 2.7.

pg 2.79)
0.0
0.0
0.8
0.8
0.8
e) Verteilung zwischen gleichen Volumina n-Butanol und ammoniumsulfat-

Ric 1)
0.96
0.49
0.86

Kalignost
Rrim
1.07

7
1.56
2.21

0.97
1.57

RBlz

wasserges. sek.-Butanol + 19,

Rrmn
1.15
1.20

+NH)

sek.-Butanol
Eg,,

0.97

Rict)
0.94
0.75
0.83

Papierchromatographie in verschiedenen Entwicklerns)

Rrimn
1.08
1.26

wasserges. sek.-Butanol

0.989

Tafel 2. Eigenschaften der Alkylierungsprodukte von Vitamin B, und Faktor III
RByy

aBr. NH,-Losung + 36 ccm Wasser + 0.5 ccm 1-proz. waBr. Blausiure.

d) In 0.05 m Phosphatpuffer, enthaltend CN9, py 6.5.
haltigem Wasser. Die Zahlen bedeuten den Gehalt an (NH,),S0, in Wasser, bei dem der Verteilungskoeffizient = 1 ist.

7y J. Pawelkiewicz u. K. Nowa-
kowska, Acta biochim. polon. 2, 259
[1955].

B,,-Faktor
FB,Nm.....
FIIINm ....
FOImNm ...
a) Aufsteigend; Entwickler stets CN©-haltig. Entwicklungsdauer 24—48 Stdn.; Papier: Whatman 1.

FIIIm ......
F IITe

25-proz. w
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stanzenl-5). Aus ihren Absorptionsspektren ist zu ersehen, daB die Basen
im Molekiil noch vorhanden sind.

Die Bildungsweise, die Absorptionsspektren und das elektrophoretische
Verhalten der drei #tiocobalaminihnlichen B,,-Faktoren lieBen vermuten,
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Abbild. 2. Absorptionsspektrum des Fakiors B;,,Nm in Wasser bei CNS-UberschuB in
neutralem und alkalischem pg-Bereich (1), in schwach saurem py-Bereich (2)
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Abbild. 3. Absorptionsspektren der Faktoren IIINm und IIITmNm in Wasser bei CN®©-
Uberschus, in neutralem und alkalischem pg-Bereich (1), in schwach saurem pg-Bereich (2)

8) G. H. Beaven, E. R. Holiday, E. A. Johnson, B. Ellis u. V. Petrow, J.
Pharmacy Pharmacol. 2, 944 [1950].
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daB sie alle am N? der Benzimidazol-Komponente methyliert sind, und da88
ihnen daher folgende Struktur zugrunde liegt:

ON ® CN
/ Co / / /,/’C‘o\ -/
R N [ BN
. H,0 - CN
\ yd
NH CH, |® NH CH, ]°
cH, |/ \./N\ tu, |/ N
T i
WL L
HCGCH | VN HCCH | VN
N f N |
0 l 0 |
\ ~N
O«P—0-Zucker 0« P—-0—Zucker
6e 6°
I - II
in schwach saurem Milieu, in neutralem Milicu,
bei CNO-UberschuB bei CNO-Uberschufl
R ]°®
|
//\/ HO AN INA
S SO NES
\/ \//\NI- HO/\ /\Tl\
R CH, CH,
III v A%

Im Sinne dieser Formulierung ist aus Vitamin B,, nur ein Methylierungs-
produkt zu erwarten, wihrend die Bildung von zwei Reaktionsprodukten
aus Faktor II1 so zu erkldren ist, daB der eine Faktor, der sich schneller bildet
und chromatographisch langsamer wandert (s. Tafel 2 und 3), in der Benz-
imidazol-Komponente am N3 methyliert ist, der andere Faktor, der sich aus

Tafel 3. Methylierung von Faktor IIl in Gegenwart von NaHCO,; und CN®
in Abhiangigkeit von der Zeit

Reaktionsdauer B,,-Faktoren, geschitzt in %,
Min. FII1*) FIIIm FIIINm FIIImNm
30 70 - 30 Spur
60 45 - 45 10
90 25 Spur? 50 25
180 10 Spur 25 65

a) unverbraucht.
dem ersteren bildet (s. Tafel 3) und chromatographisch schneller wandert,
sowohl am N3 als auch am Hydroxyl. Die betreffenden Faktoren miiflten
daher folgendermaBen bezeichnet werden:
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3.5.6-Trimethyl-benzimidazol-cobalamin (,,Faktor B;,Nm*),
3-Methyl-5-hydroxy-benzimidazol-cobalamin (Faktor ,, IJIINm®),
3-Methyl-5-methoxy-benzimidazol-cobalamin (Faktor ,,JITImNm*).

Falls die Formeln I und IX richtig sind, so miissen die aus den Faktoren
B,;Nm, IIINm und IIImNm gewonnenen Nucleotide quartire Ammonium-

Tonen sein. Diese Forderung erfiillte
sich vollkommen. Dic Absorptions-
spektren der Nucleotide (s. Abbild. 4
und 5) sind — mit Ausnahme des
Nucleotides aus Faktor IIINm, in
dem die Verinderungen des Spek-
trums mit der Dissoziation des
phenolischen Hydroxyls zusammen-
hingen — vom py unabhéngig, eine
fiir 1.3-disubstituierte Benzimida-
zole charakteristische Eigenschaft.
Solche Benzimidazole liegen be-
kanntlich als quartire Ammonium-
Tonen III vor und unterscheiden sich
von Benzimidazolen, die zumindest
ein nicht substituiertes Stickstoff-
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Abbild. 4. Absorptionsspektren der Nu-
cleotide der Faktoren B;,Nm (1) und
IITmNm (2)in Wasser im pgy-Bereich 112

atom besitzen, dadurch, daB sie die Fihigkeit zur Protonaddition verloren
haben. Ihre Absorptionsspektren sind demzufolge vom pg unabhingig® ?).
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Abbild. 5. Absorptionsspektrum des Nucleotides des Faktors IIINm in Wasser, bei pgy
1.0 (1), bei py 7.8 (2), bei py 9.5 (3), bei py 12.0 (4)
a und b sind isosbestische Punkte fiir das Gleichgewicht
Phenol = Phenolat (pg = 8.5)

?) K. Hofmann, Imidazole and its derivatives, Interscience Publ., New York 1933,
S. 253.
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Aus dem Absorptionsspektrum des Nucleotides des Faktors IIINm (Ab-
bild. 5) 1iBt sich die Dissoziationskonstante des phenolischen Hydroxyls
ermitteln?). Der Wert fiir px betrigt 8—9 (geschitzt) und unterscheidet sich
signifikant von den entsprechenden Werten fiir 5-Hydroxy-benzimidazol
(Px, = 10.1)%) und fiir das Nucleotid des Faktors III (pg, = ca. 10.5). Diese
betrichtliche Erhohung der Dissoziationskonstante des phenolischen Hydr-
oxyls ist die Folge der Quaternierung und der dadurch verursachten positiven
Ladung des Molekiils, durch deren elektrostatische Feldwirkung das Proton
des phenolischen Hydroxyls abgestoSen wird. Es handelt sich hierbei um eine
Analogie, z. B. zu den Betainen, in denen durch die Quaternierung des Amino-
stickstoffs die Dissoziationskonstante des Carboxyls weitgehend erhoht wird.

Eine Analyse der Ergebnisse der Tafeln 1 und 3 ergibt folgendes:
1. Die Methylierung am N® geht nurin Gegenwé.rt von CN©.Ionen vor sich, und zwar
viel rascher in Gegenwart von Hydrogencarbonat als von Carbonat.

2. Die Methylierung des Faktors III am phenolischen Hydroxyl ohne CN©-Zusatz
verlduft rasch in Gegenwart von Carbonat und recht langsam in Gegenwart von Hydro-
gencarbonat.

3. Die Methylierung von Faktor III in Gegenwart von Hydrogencarbonat und CN®-
UberschuB verlauft nach folgendem Schema:

Faktor ITI — Faktor IIINm — Faktor IIImNm

Das phenolische Hydroxyl reagiert also erst nach erfolgter Methylierung des N3.

4. Die Reaktion Faktor IINm — Faktor IIImNm verlauft in Gegenwart von Hydro-
gencarbonat relativ schnell. Diese rasche Methylierung des phenolischen Hydroxyls ist
die Folge der Quaternierung, denn der native Faktor III wird ohne UberschuB an CN®-
Tonen in Hydrogencarbonat nur sehr langsam am phenolischen Hydroxyl methyliert.

Der Abbau der Faktoren IIIm, B,,Nm, IIINm und IIImNm zu Nucleo-
tiden mit kalter 70-proz. Perchlorsiure verliuft gleich schnell, ehenso wie der
des Faktors II12), d. h. die Reaktion ist in 11/,—2 Stdn. beendet. Aus jedem
dieser Faktoren wurde auBer dem betreffenden Nucleotid Atiocobalamin
gewonnen, dessen Identitit durch papierchromatographischen und papier-
elektrophoretischen Vergleich mit nativem Atiocobalamin aus Faulschlamm
erwicsen wurde.

Zum endgiiltigen Strukturbeweis der Faktoren B;,Nm, IIINm und IIImNm
wurden die aus diesen Faktoren gewonnenen Nucleotide hydrolytisch ge-
spalten und die hierbei erhaltenen Basen mit den entsprechenden Modell-
substanzen verglichen.

Die Hydrolyse des Nucleotides aus Faktor B,,Nm mit 6n HCl bei 150°
withrend 11/, Stdn. ergab 1.5.6-Trimethyl-benzimidazol, das durch Absorptions-
spektrum, Schmp. und Misch-Schmp. mit einem authentischen Priparat
eindeutig identifiziert wurde (s. Tafel 4).

Die beiden Nucleotide aus den Faktoren IIINm und IIImNm ergaben
beim Abbau unter denselben Bedingungen die gleiche Base (gleiches chroma-
tographisches Verhalten an Dowex-50 und gleiches Absorptionsspektrum, s.
Abbild. 6 und Tafel 4). Bei der Hydrolyse des Nucleotides aus dem Faktor

10) Vergl. hierzu D. Shugar u. J. J. Fox, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam]
9, 199 [1952]; J. J. Fox u. D. Shugar, ebenda 9, 369 [1952].
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IIImNm wurde demnach gleichzeitig das Methoxyl gespalten. Die Ather-
spaltung war in 862 HCl bei 150° nach 1!/, Stdn. praktisch beendet. Der
Verlauf wurde durch spektroskopische Messung verfolgt. Als logische Schluf-
folgerung aus den gewonnenen Erkenntnissen sind nur die Strukturformeln
IV oder V fiir die Base aus den Faktoren IIINm und IIImNm mdglich.
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Abbild. 6. Absorptionsspektren des Nucleotides des Faktors III (a), des 1-Methyl-5-

hydroxy-benzimidazols (b) und des 1-Methyl-6-hydroxy-benzimidazols (bzw. der Base

aus den Faktoren III Nm und ITm Nm) (c) in Wasser bei py 1.0 (1), bei py 8.0 (2), bei
Py 12.0 (3)
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Tafel 4. Einige Eigenschaften der dargestellten Nucleotide und Basen

Schmp. in °C | Abs.-Max. (in mg) und ¢ (in Klammern)
(Kofler- in Wasser
Substanz Heizmikro-
skop) pg 1.0 pu 8.0 pg 120
Nucleotid des Faktors II1Im 288 247.5, 289.5 |247.5, 289.5
Nucleotid des Faktors B,,Nm 279, 286 279, 286 279, 286
Nucleotid des Faktors IIINm 254, 291.5 293 322
Nucleotid des Faktors
IHImNm ............... 252, 290 252, 290 252, 290
Base des Faktors BmNm') e 141-144 271, 285 251-258 251-258
280, 288 280, 288
Nucleotid des Faktors I1I . . 289.5 248.5, 291.5 316
1-Methyl-5-hydroxy-benz- 245 (3400) | 251 (5860) | 255 (4460)
imidazol ................ 263 265 288 (6880) |291.5 (5400) [ 316 (5800)
1-Methyl-6-hydroxy-benz-
imidazol und Base der
Faktoren 1IINm und 246248 245 (3190) | 252 (4640) | 257 (4430)
IImNm .....oovvnnnn... 288 (7100) | 285 (6540) | 306 (7880)

*) Nach Schmp. u. Abs.-Spektrum identisch mit 1.5.6-Trimethyl-benzimidazol, fiir dessen Probe wir den
British Drug Houses danken.

Zwecks Entscheidung zwischen den Formeln IV und V stellten wir die
beiden Modellsubstanzen synthetisch her.

Bei der Synthese von 1-Methyl-5-hydroxy-benzimidazol (IV) gingen wir
von 3-Nitro-4-amino-phenol-éthylither!!') aus. Nach Umsectzen mit p-Toluol-
sulfonylchlorid, Methylierung mit Dimethylsulfat und hydrolytischer Ab-
spaltung des Tosylrestes!?) wurde mit Ameisensidure kondensiert und das
Athoxyl mit 62 HC bei 150° gespalten. Das betreffende Benzimidazol wurde
durch Chromatographie mit dem Kationenaustauscher Dowex-50 gereinigt
und durch Behandlung mit dem schwachbasischen Anionenaustauscher
Amberlite IR-4B aus der Hydrochloridform in die freic Base iibergefiihrt.

Zur Synthese von 1-Methyl-6-hydroxy-benzimidazol (V) gingen wir von
4-Nitro-3-amino-phenol-methylather!3) aus. Im iibrigen fiihrten die gleichen
Reaktionen wie bei der Herstellung von 1-Methyl-5-hydroxy-benzimidazol
zum Ziel.

Die Basc aus den Faktoren IIINm und IITmNm erwies sich als identisch
mit V (gleicher Schmp. und Misch-Schmp., gleiches UV-Absorptionsspektrum)
und verschieden von IV. Das UV-Absorptionsspektrum des Nucleotides
aus Faktor 111 wiederum erwies sich als beinahe identisch mit IV (s. Abbild. 6
und Tafel 4). Beide Befunde bewiesen eindeutig, daB im nativen Faktor III
das phenolische Hydroxyl die Stellung 5 gegeniiber dem Zuckerrest einnimmt
(8. dazu 1. ¢.9)),

11) Hergest. nach 1. ¢.7).

12) Zur allgemeinen Methodik vergl. G. R. Beaven, E. R. Holiday, E. A. Johnson,
B. Ellis, P. Mamalis, V. Petrow u. B. Sturgeon, J. Pharmacy Pharmacol. 1, 957
[1949]. .

13) Hergest. nach F. Reverdin u. K. Widmer, Ber. dtsch. chem. Ges. 46, 4066 [1913].
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Die Unterschiede in den Absorptionsspektren der 1.5- und 1.6-substituierten
Hydroxybenzimidazole sind sebr markant. U. a. sind die Werte der Banden-
verschiebung beim Ubergang ins alkalische py-Gebiet sehr unterschiedlich,
indem bei pg 12 die entsprechenden Absorptionsmaxima der 1.5-substi-
tuierten Benzimidazole bei 316 my, die der 1.6-substituierten bei 306 mp
liegen. Auch 5-Hydroxy-benzimidazol erleidet beim Ubergang ins alkalische
pg-Gebiet eine firr die 1.6-substituierten Hydroxybenzimidazole charakte-
ristische Bandenverschlebung‘) Diese Tatsache spricht dafiir, dafl das Gleich-
gewicht der beiden mesomeren Formen VI und VII des 5-Hydroxy-benzimid-
azols weitgehend zugunsten der Form VII verschoben sein diirfte.

H
HO AN HO\/\/N
|
' l ) \ /LV/
ﬁ L
YI VIiI

Aus den hier beschriebenen Versuchen ergeben sich nicht nur fir die
Struktur des Faktors IIT wichtige Schliisse. Eine mehr allgemeine Bedeutung
fiir die ganze B,,-Gruppe hat die Tatsache, daB die Alkylierung des mit dem
zentralen Co-Atom koordinierbaren Stickstoffs nur in Gegenwart von Cyanid-
Tonen (in geringerem AusmaB auch in Gegenwart anderer Anionen, die mit
Kobalt koordinieren)] moglich ist. Cooley u. a.1) zogen fiir das Dicyano-
cobalamin folgende zwei Formeln in Erwidgung:

S Y
N, PN
i \ W : /\N
W oo
‘,:____:010:‘ I_ _CO-—I
& “en &N
v IX

Unter diesen konnte nach dem damaligen Stand des Wissens nicht ent-
schieden werden. Nach Formel VIII besitzt das zentrale Kobaltatom die
Koordinationszahl 7, und das N® der Benzimidazolkomponente ist an Kobalt
gebunden. Nach Formel IX ist das N3 vom Kobaltatom gelost. Auf Grund
der mitgeteilten Versuchsergebnisse erscheint die Struktur VIII véllig aus-
geschlossen und die Struktur IX gesichert*). Mit Hilfe der Formel VIII 158t

1) G.Cooley, B. Ellis, V. Petrow, G. H. Beaven, E. R. Holiday u. E. A. John-
son, J. Pharmacy Pharmacol. 8, 271 {1951].

*) Die Struktur IX wurde bereits als wahrscheinlicher im Schrifttum akzeptiert,
wenn auch die Beweise fiir ihre Richtigkeit fehlten. So schreibt z. B. E. L. Smith (Bio-
chem. Soc. Symposia Nr. 13, The Biochemistry of Vitamin B,,, Cambridge 1955, S. 3),
daB die CN-Gruppe die koordinative Bindung zwischen Kobalt und N3 beseitigt.
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sich das unterschiedliche Verhalten der Vitamine der B,,-Gruppe gegeniiber
Alkylierungsmitteln mit und ohne CN©-UberschuB nicht erkliren, wohl aber
sehr gut durch Formel IX: Im Dicyanokomplex ist N® nicht an Kobalt
gebunden und daher fiir Alkylierungsmittel zuginglich. Die mitgeteilten
Versuche bestitigen gleichzeitig den von Beaven u. a.8) aus spektroskopischen
Beobachtungen gezogenen SchluB, daB die Bindung zwischen N® und Kobalt
koordinativ und nicht valenzartig ist.

Es gelang bisher nicht, die Faktoren B,,Nm, IIINm und IIImNm zu kristallisieren.
Auch in dieser Hinsicht verhalten sie sich also dhnlich dem Atiocobalamin, das bisher
gleichfalls nur in amorphem Zustand bekannt ist. Nach den bisherigen Erfahrungen
kristallisieren alle ,,kompletten‘‘, d. h. nucleotidhaltigen Cobalamine, wogegen alle ,,in-
kompletten*, d. h. nucleotidfreien Cobalamine (Atiocobalamin, Atiocobalamincarbon-
sduren), nicht kristallisieren (mit Ausnahme der von Cannon u. a.15) isolicrten Hexa-
carbonsiure). Da dije Faktoren B,,Nm, IIINm und IIImNm sich in bezug auf ihre
Kristallisierbarkeit wie die nucleotidfreien Faktoren verhalten, ist das Vorhandensein
des Nucleotides fiir die Kristallisationsfahigkeit noch nicht ausreichend. Als zusétzliche
Voraussetzung hierfiir muB offenbar das N3-Atom mit dem zentralen Kobaltatom koor-
diniert sein. In Ubereinstimmung hiermit steht die Tatsache, daB die Dicyanokomplexe
der sonst gut kristallisierbaren Cobalamine nicht kristallisieren, da in ihnen das Kobalt-
atom durch die Anlagerung eines zweiten CN©-Ions blockiert und fiir die koordinative
Bindung mit N? unzugénglich ist.

Die Faktoren B;,Nm, IIINm und IIImNm sind gegeniiber E. coli 113-3
inaktiv. Es gibt bereits zahlreiche Abwandlungsprodukte des Vitamins B,,,
die sich von diesem nur im Basenanteil unterscheiden. Alle sind — soweit
bisher bekannt — gegeniiber E. coli aktiv, unabhingig davon, ob ihre Basen der
Benzimidazol- oder Purin-Reihe angehéren. Die Basen aller dieser B,,-Fak-
toren sind am nicht glykosidisch gebundenen Imidazol-N-Atom unsubstitu-
iert, wodurch also eine koordinative Bindung zwischen diesem N-Atom und
dem Kobaltatom moglich ist. Diese Moglichkeit besteht nicht bei den Faktoren
B;;:Nm, ITTNm und ITImNm, und dies diirfte die Erklirung ihrer mikrobio-
logischen Unwirksamkeit sein. Daraus ergibt sich der SchluB, daB die mikro-
biologische Aktivitit der B,,-Vitamine offenbar das Vorhandensein einer
koordinativen Bindung zwischen einem Imidazolstickstoff und dem zentralen
Kobaltatom zur Voraussetzung hat.

Beschreibung der Versuche*)

Methylierung von Vitamin Bj; und Faktor III unter verschiedenen Be-
dingungen: Es wurden in Reagenzgliser der Reihe nach eingefiillt: 3 mMole Puffer-
substanz in fester Form, 1 ccm Wasser, 0.2 mg der betreffenden B,,-Art, gelost in 0.2 cem
Wasser, 0.025 ccm 10-proz. HCN-Lésung oder 0.04 ccm 10-proz. NaCN-Losung. Nach dem
letzten Zusatz wurden die Reagenzgliser mit Korkstopfen verschlossen und 2 Stdn. bei
37° stehengelassen. AnschlieBend wurden alle Proben mit je 0.03 ccm Dimethylsulfat
versetzt und in einem Schiittelgerit bei 37° geschiittelt. In einstiindigen Zeitabsténden
wurden noch zweimal je 0.03 ccm Dimethylsulfat zugesetzt. Nach der letzten Zugabe
wurde noch 1 Stde. geschiittelt. Dann versetzte man die Proben mit je 0.5 ccm 80-proz.
wiBr. Phenollésung, schiittelte eine weitere Stde. bei 37° und lieB iiber Nacht bei 20°

15) J. R.Cannon, A. W. Johnson u. A, R. Todd, Nature [London] 174, 1168 [1954].

*) Mikroanalysen von A. Bernhardt, Max-Planck-Institut fiir Kohlenforschung,
Miilheim-Ruhr. Wir danken Dipl.-Chem. H. Burkhardt fiir die Mitarbeit bei der Her-
stellung der 1-Methyl-benzimidazole,
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stehen. Sodann wurden die B,,-Faktoren in iiblicher Weise extrahiert und papierchro-
matographisch und elektrophoretisch gepriift (Tafel 1).

Faktor IIIm aus Faktor III: In eine Mischung von 50 mg Faktor I1I und 300 g
Na,CO4-10H;0 in 250 ccm Wasser wurden in einem 1 [ fassenden GefiaB bei 37° unter
lebhaftem Riihren wahrend 4 Stdn. in kleinen Portionen 37.5 ccm Dimethylsulfat
eingetragen. Aufarbeitung nach beendeter Reaktion: Zusatz von 150 cem Wasser und
125 cem einer 80-proz. waBr. Phenollosung, 1 Stde. bei 37° geriibrt, iiber Nacht bei Zimmer-
temperatur stehengelassen, rotgefarbte Phenolphase abgetrennt, mit 100 ccm o-Dichlor-
benzol verdiinnt, so oft mit Wasser gewaschen, bis das letzte Waschwasser neutral war.
Zusatz von etwas Butanol und Ather, Uberfilhrung der By,-Arten aus der Phenolphase
in die waBr. Losung, diese mit Butanol und Ather gewaschen und i. Vak. auf ein kleines
Volumen eingeengt, Riickstand in etwas Kieselgur aufgenommen und i. Vak. iiber CaCl,
getrocknet. Trockenprodukt in eine Cellulose-Chromatographiersaule (Durchm. 6 cm,
Hohe 14 cm, Whatman Cellulose Powder, Standard Grade) eingefiillt. Entwickler 775 ccm
sek.-Butanol, 90 ccm 25-proz. wiafir. Ammoniak-Losung, 135 com Wasser und 1 ccm
10-proz. HCN-Losung. Bei der Entwicklung erhielt man zwei violette Zonen, nimlich
eine untere, kriftige, schnell bewegliche Zone des Faktors IIIm vom R-Wert 0.33 und
eine obere, schwache, langsam laufende Zone des unverinderten Faktors IIT vom R-Wert
0.12, die nach Elution der unteren Zone mit sek.-Butanol + 309, Wasser eluiert wurde.

Das Eluat der unteren Zone wurde zwecks Beseitigung von Ammoniak i. Vak. auf
die Hilfte eingeengt, mit etwas Ather versetzt und mit Wasser extrahiert. Die wibBr.
Losung, in iiblicher Weise auf krist. Produkt verarbeitet, ergab dunkelrote, bis 1 cm
lange feine SpieBe. Ausbeute an villig reinem krist. Produkt 29 mg (589%,), Menge an
regeneriertem Faktor III 15 mg.

Faktor I1Im ist aktiv gegeniiber E.coli 113-3, L.leichmannit 313 und Ochromonas
malkamensis (60—909%, der B,,-Aktivitat).

Faktor IIIe aus Faktor III: In eine Mischung von 50 mg Faktor II[ und 300 g
Na,CO,-10H,0 in 250 ccm Wasser wurden ebenso wie zuvor bei 37° unter lebhaftem Riih-
ren wahrend 4 Stdn. in kleinen Portionen 33.7 ccm Diathylsulfat eingotragen und wie
im vorhergehenden Versuch aufgearbeitet. Bei der Chromatographie in der Cellulose-
siule erhielt man zwei violette Zonen, namlich eine untere, kriftige, schnell bewegliche
Zone des Faktors IITe vom R-Wert 0.4 und eine obere, schwache, langsam laufende Zone
des unverdnderten Faktors III mit dem R-Wert 0.12.

Nach Elution und iiblicher Verarbeitung (wie zuvor) kristallisierte der Faktor IIIe
in schonen, 1 e¢m langen, dunkelroten Spieflen. Ausbeute an vollig reinem krist. Produkt
34.2 mg (68.4%). Aus der oberen Zone wurden 10.0 mg Faktor III zuriickgewonnen.

Faktor IIle ist aktiv gegeniiber E.coli 113-3, L.leickmannii 313 und Ochromonas
malhamensis (ca. 50%, der B,,-Aktivitat). Das Absorptionsspektrum des Faktors Ille
ahnelt dem des Faktors ITL. In seinem chromatographischen Verhalten ist der Faktor
IlTe von Vitamin B,, kaum zu unterscheiden.

Faktor B,Nm aus Vitamin B,;: Eine Mischung von 50 mg Vitamin B,,, 63 g
NaHCO, und 1 g NaCN in 250 ccm Wasser wurde ebenso wie zuvor bei 37° unter leb-
haften Rithren wihrend 3 Stdn. mit 22.5 ccem Dimethylsulfat in kleinen Portionen
versetzt und wie zuvor aufgearbeitet. Entwickler bei der Siulenchromatographie: 750
ccm sek.-Butanol, 250 ccm Wasser, 5 g Tetraphenylbornatrium (Kalignost), 1 ccm 10-
proz. Blausiure-Lésung. Der neue Faktor wanderte als kriftige, einheitliche violette Zone
mit dem R-Wert 0.6. Es folgte eine schwache rote Zone des Vitamins B,, mit R 0.33
und eine dritte sehr schwache Zone mit R 0.15. Das Eluat des Faktors B,,Nm wurde mit
Wasser extrahiert. Weitere Reinigung durch Extraktion der wilr. Phase mit einem Ge-
misch von Phenol + o-Dichlorbenzol, Waschen diesey Losung mit Wasser, Uberfiihrung
des B,,-Faktors in die war. Phase durch Zusatz von sek.-Butanol und Ather. Gelegent-
lich auftretende, durch Kalignost verursachte Emulsionen lieBen sich durch minimale
Mengen MgSO,-7H,0 villig beseitigen. Die eingeengte wifir. Phase wurde zwecks Ent-
fernung letzter Spuren an Vitamin B;, sdulenelektrophoretisch gereinigt (18 Stdn. bei
1200 V, Puffer: 0.5 m Essigsiure, enthaltend 0.005 Mol HCN im [, pg 2.7). Der Faktor
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B,,Nm wanderte in diesem Puffer kathodisch, ist also darin positiv geladen. Das wafr.
Eluat wurde nach der Elektrophoresc mit Phenol + o-Dichlorbenzol extrahiert, Phenol-
phase mit Wasser gewaschen, By,-Faktor nach Zusatz von sek.-Butanol und Ather in
Wasser iibergefiihrt. Die wiBr. Losung wurde mit sek.-Butanol und Ather gewaschen,
i. Vak. eingeengt, in wenig Kieselgur aufgenommen, i. Vak. iiber CaCl, getrocknet und das
Trockenprodukt in cine mit Hahn versehene schmale Glassiule eingefiillt, die unten mit
einem Wattepfropfen versehen und dariiber mit einer einige mm hohen Aluminiumoxyd-
Schicht gefiillt war. Die beschickte Siule wurde mit trockenem Aceton gewaschen und
der Faktor B;;Nm mit einem Gemisch aus Accton und 15—-259%, Wasser cluiert. Durch
Verdampfen der Lésung i. Vak. erhdlt man den Faktor B;;Nm als amorphes Pulver.
Absorptionsspektrum s. Abbild. 2. Gegen E.coli ist Faktor B;;Nm praktisch inaktiv.

Die Faktoren IITINm und IIImNm aus Faktor III wurden in gleicher Weise
hergestellt wie Faktor B,,Nm. Der zeitliche Reaktionsverlauf wurde an entnommenen
und analysierten Proben festgestelit (s. Tafel 3). Bei der Chromatographie in der Cellu-
losesaule crschienen zwei Hauptzonen, eine kriftige violette Zone des Faktors IIImNm
mit dem R-Wert 0.40 und eine schwiichere, gleichfalls violette Zone des Faktors IIINm
mit dem R-Wert 0.1. Dazwischen lagen noch zwei sehr schwache rote Zonen, namlich
die des Faktors ITI (R-Wert 0.177) und die noch schwiichere des Faktors IIIm (R-Wert
etwa 0.25). Die eluierten Zonen der violetten Faktoren wurden, wie bereits bei Faktor
B,,Nm beschrieben, extrahiert und siulenelektrophoretisch weiter gereinigt. Beide Fak-
toren wurden schlieBlich als amorphe Pulver gewonnen. Sie besitzen das gleiche Absorp-
tionsspektrum (s. Abbild. 3).

Abbau der Faktoren I1Im, B;,Nm, IIINm und IITImNm mit 70-proz. Per-
chlorsiure und Isolierung der Nucleotide: 10—40 mg der betreffenden Faktoren
wurden in 1.5--3.0 ccm 70-proz. Perchlorsiure gelost und 3—4 Stdn. bei Zimmertempera-
tur stehengelassen. Die weiterc Verarbeitung und Trennung der Nucleotide vom Atio-
cobalamin geschah in iiblicher Weise?). Die farblosen Lésungen der Nucleotide dienten
zur Aufnahme der Absorptionsspektren und zum Nachweis von Phosphorsiure, Dieser
erfolgte nach Erhitzen der Nucleotid-Losung in 6 n HCl bei 150° bzw. nach Aufschlu
mit heiBer Schwefelsiure (zur Methodik vergl. 1. c.1¢)). In nicht aufgeschlossenen Proben
konnte keine Phosphorsiure nachgewiesen werden.

Abbau der Nucleotide der Faktoren IIIm, B,,Nm, IIINm und IIImNm
und Isolierung der Basen: Farblose Losungen der Nucleotide wurden i. Vak. zur
Trockne gebracht, der Riickstand jeweils in 3—4 ccm 6 n HCI gelost und im zugeschmol-
zenen Glasrohr 5!/, Stdn. auf 150° erhitzt. Die Hydrolysate wurden zur Trockne ver-
dampft, der Riickstand jeweils in 1—-2 ccm Wasser geldst, mit einigen Tropfen 0.5 n
KOH neutralisiert und durch Siulen aus Dowex 50-H+ (Durchm. 5 mm, Héhe 20 mm)
langsam hindurechlaufen gelassen. Die Saulen wurden mit Wasser und 0.4 » HCl gewaschen,
Basen schlieBlich mit 2 » HCI eluiert, Eluate i. Vak. eingeengt und i. Vak. iiber NaOH
getrocknet.

Das Absorptionsspektrum der Base aus Faktor IIIm (gemessen in 0.1 » HCl, bei
Pg 8 und py 12) erwies sich als identisch mit dem des 5-Hydroxy-benzimidazols®5).

Das Hydrochlorid der Base aus Faktor B;,Nm wurde in ca. 1 com Wasser gelost
und mit etwas Amberlitc IR-4 B neutralisiert. Nach Erwirmen, Filtrieren, weiterer
Extraktion des Jonenaustauschers mit heifem Wasser und Einengen der Extrakte wurde
die freie kristallisierte Base gewonnen. Schmp. sowie Misch-Schmp. mit 1.5.6-Tri-
methyl - benzimidazol 141-144° (Kofler-Heizmikroskop). Absorptionsspektrum (s.
Tafel 4) identisch mit dem von 1.5.6-Trimethyl-benzimidazol.

Die UV-Absorptionsspektren der Hydrochloride der Basen aus den Faktoren
ITINm und IIXmNm erwiesen sich als vollig identisch, wodurch die von vornherein
zu erwartende Identitit der Stoffe bewiesen wurde. Die Hydrochloride wurden vereint
und dhnlich wie das Hydrochlorid der Base aus Faktor B,,Nm zur freien kristallisierten

18) E. Volkin u. W. E. Cohn, in ,,Methods of Biochemical Analysis*, Interscience
Publ., New York 1954, S. 299.
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Base verarbeitet. Schmp. sowie Misch-Schmp. mit 1-Methyl-6-hydroxy-benzimid-
azol 246—-248° (Kofler-Heizmikroskop).

p-Toluolsulfonsiure-{2-nitro-4-athoxy-anilid]: Die Ldsung von 1.6 g
(0.01 Mol) 3-Nitro-4-amino-phenol-athylather in 5 ccm Pyridin wurde portions-
weise mit 1.9 g (0.01 Mol) p-Toluolsulfochlorid versetzt und auf dem Wasserbad
2.5 Stdn. erhitzt. Nach dem Abkiihlen wurde mit 2 n HC] angesduert, die ausgeschiedene
graue klumpige Kristallmasse abfiltriert, mit Wasser gewaschen und nach dem Trocknen
aus 10 ccm absol. Athanol ockergelbe, olivgriin schimmernde Kristalle vom Schmp. 90-92°
(Kofler-Heizbank) erhalten; Ausb. 2.57 g (829, d. Th.).

CisH140sNS (336.3) Ber. N8.33 Gef. N 8.2

p-Toluolsulfonsdure-[{N-methyl-2-nitro-4-athoxy-anilidj: 1.92 g (0.006
Mol) p-Toluolsulfonsaure-{2-nitro-4-athoxy-anilid] wurden mit 5 ccm 4 n NaOH
mit Hilfe eines Vibromischers gemischt und dabei mit 0.5 ccom Dimethylsulfat versetzt;
anschlicBend wurde unter Riickfluf} erhitzt, weitere 0.5 cem Dimethylsulfat portionsweise
zugesetzt und 10 » NaOH unter sténdiger Einhaltung alkalischer Resaktion zutropfen
gelassen. Nach dem letzten Zusatz von Dimethylsulfat kochte man noch 15 Min., kiihlte,
wusch den Niederschlag mit Wasser und kristallisierte aus Athanol um. Ausb. 1.05 ¢
(509% d. Th.). Hellgelbe foine Nadeln vom Schmp. 92—93° (Kofler-Heizbank).

C,eH130:N,S (350.3) Ber. N7.99 S9.16 Gef. N7.72 §9.06

N-Methyl-2-nitro-4-dthoxy-anilin: 510mg (0.0015 Mol) p-Toluolsulfon-
sédure-[N-methyl-2-nitro-4-athoxy-anilid] erhitzte man mit einem Gemisch aus
0.57 cem konz. Schwefelsiure und 0.25 ccm Eisessig 1.5 Stdn. auf dem siedenden Wasser-
bad, wobei die Reaktionslosung klar hellbraun wurde. Nach dem Abkiihlen wurde auf ca.
20 g Eis gegossen, von sofort ausfallendem feuerrotem Produkt abgesaugt und mit Wasser
gewaschen. Nach Trocknen und Reinigen durch Sublimation (Olbad 120°, 12 Torr)
wurden 80 mg (269, d. Th.) feuerrote Nadeln vom Schmp. 75-77° (Kofler-Heizbank)
erhalten.

CoH1,0,N, (196.2) Ber. N 14.28 Gef. N 14.1

1-Methyl-5-hydroxy-benzimidazol: Zu einer Mischung aus 1 ccm konz. Salz-
sdure und 118 mg (0.001 Mol) geraspeltem Zinn wurden 60 mg (0.0003 Mol) N-Methyl-
2-nitro-4-dthoxy-anilin portionsweise zugesetzt. Nach jedem Zusatz erfolgte fast
sofortige Entfarbung. Zum SchluB wurde 25 Min. auf 100° erhitzt, die Reaktions-
16sung in 60 ccm schwefelwasserstoffhaltiges Wasser gegossen und durch die schwach
saure Losung wihrend 8 Stdn. Schwefelwasserstoff durchgeleitet. Nach Stehenlassen iiber
Nacht wurde vom Zinnsulfid abfiltriert, die farblose klare Losung i. Vak. im Stickstoff-
strom bis zur Trockne eingeengt und der-krist. Riickstand iiber Nacht i. Vak. iiber Na-
triumhydroxyd getrocknet. Nach Zusatz von 2 ccm Ameisensidure kochte man 2.5 Stdn.
unter RiickfluB, verdampfte die iiberschiissige Ameisensaure i.Vak., 1oste den krist.
Riickstand zwecks Spaltung des Athoxyls in 3 cem 6 n HCl und erhitzte 5 Stdn. auf
150° im Bombenrohr. Nach Verdampfen i. Vak. und Trocknen iiber NaOH wurde der
Riickstand in Wasser gelost und durch eine Saule aus Dowex-50 (vorher gewaschen mit
6 n HCl und Wasser, Saulendurchm. 0.7 cm, Héhe 3 cm) chromatographiert. Die Ent-
wicklung geschah mit 2 n HCl. Die symmetrische Elutionsbande deutete auf die Ein-
heitlichkeit der Substanz hin. Der nach Einengen der Eluate i. Vak. und Trocknen iiber
NaOH erhaltene farblose krist. Riickstand wurde in 5 ccm Wasser geldst, mit 0.8 ccm
Amberlite IR-4B (Korngr. 0.1 mm) versetzt und zum Sieden erhitzt. Nach dem Filtrieren
und Abkiihlen kristallisierte die freie Base in farblosen haarformigen Spieflen vom Schmp.
263-265° (Kofler-Heizmikroskop). Die Substanz wandelt sich bei ca. 220° in eine andere
Kristallform (etwas groere SpieBe) um. Ausb. 23 mg (50% d.Th.).

C,H,ON; (148.1) Ber. C64.88 H5.44 N 1892 Gef. C64.62 H5.51 N 18.72

p-Toluolsulfonséure-{2-nitro-5-methoxy-anilid]: 11.21 g (0.086 Mol) 4-
Nitro-3-amino-phenol-methyliather, in 14 ccm Pyridin gelost, wurden portions-
weise mit 12.8 g (0.066 Mol) p-Toluolsulfochlorid versetzt. Nach 2stdg. Erhitzen
auf 100° und Zusatz von 85 ccm 2 n HCI fielen gelbe Kristalle, die abfiltriert, mit Wasser
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gewaschen und zweimal aus je ca. 300 ccm Athanol umkristallisiert wurden. Rhombische,
grobe hellgelbe Schuppen vom Schmp. 139° (Kofler-Heizbank). Ausb. 13.4 g (639, d. Th.).
C, H,,0;N,S (322.3) Ber. N8.68 S9.94 Gef. N8.54 S9.89

p-Toluolsulfonsdure-[N-methyl-2-nitro-5-methoxy-anilid}: Zu einer Mi-
schung von 13.34 g (0.0414 Mol) p-Toluolsulfonsidure-[2-nitro-5-methoxy-
anilid] und 10 cem 4 = NaOH gab man unter heftigem Riihren unter Riickfluf 3.3 cem
Dimethylsulfat zu, anschlieBend weitere 7.9 ccm Dimethylsulfat in kleinen Portionen
und tropfenweise 10 n NaOH, wobei das Reaktionsmedium stets alkalisch war. Nach
dem letzten Zusatz von Dimethylsulfat wurde noch 15 Min. gekocht, der krist. Niederschlag
mit Wasser gewaschen und zweimal aus Athanol umkristallisiert. Ausb. 10.7 g (77%
d. Th.) gelblicher feiner Nadeln vom Schmp. 143° (Kofler-Heizbank).

Cy H;gO0:N,S (336.3) Ber. N 8.33 S$9.53 Gef. N8.17 S9.43

N-Methyl-2-nitro-5-methoxy-anilin: In eine Mischung von 5 ccm Eisessig
und 11.6 ccm konz. H,S0, wurden 10.54 g (0.031 Mol) p-Toluolsulfonsiaure-[N-
methyl-2-nitro-5-methoxy-anilid] eingetragen, die Losung 2 Stdn. auf 100° erhitzt
und dann auf Eis gegossen. Der ausgeschiedene gelbe, sehr feine Niederschlag wurde ab-
filtriert, gewaschen und aus Athanol umkristallisiert. Messinggelbe feine Schuppen vom
Schmp. 116° (Kofler-Heizbank). Ausb. 4.6 g (819 d. Th.).

CgH,,0;N, (182.2) Ber. N 15.37 Gef. N 15.42

1-Methyl-6-hydroxy-benzimidazol: 728 mg (0.004 Mol) N-Mcthyl-2-nitro-
5-methoxy-anilin wurden in kleinen Portionen unter gelegentlicher Kiihlung in ein Ge-
misch von 1.42 g (0.012 Mol) geraspeltem Zinn und 4.5 cem konz. Salzsaure eingetragen.
Die Substanz loste sich rasch unter Wirmeentwicklung. Nach erfolgter Umsetzung
wurde 20 Min. auf 115 bis 125° erhitzt und das Reaktionsgemisch in 300 ccm H,S-ge-
sittigtes Wasser gegossen. Nach Durchleiten von H,S wihrend einiger Stdn. und Stehen-
lassen im verschlossenen Gefifl iiber Nacht wurde das braune Zinnsulfid abgesaugt und
das wasscrklare farblose Filtrat i. Vak. unter Stickstoff bis zur Trockne eingeengt. Den
farblosen krist. Riickstand versetzte man mit 5 cem Ameisensdure, kochte die Losung
2.5 Stdn. unter RiickfluB und destillierte dic iiberschiiss. Ameisensiure i. Vak. ab. Der
rotbraunc dlige Riickstand erstarrte bald in Form feiner Nadeln. Die aus 1-Methyl-
6-methoxy-benzimidazol bestehende Substanz wurde ohne weitere Reinigung mit
12 ccm 6 » HCI in einem Bombenrohr 5 Stdn. auf 150° erhitzt, das Hydrolysat i. Vak.
eingeengt und iiber Natriumhydroxyd getrocknet. Den rotbraunen krist. Niederschlag
nahm man in ca. 20 com Wasser auf und chromatographierte durch eine Saule aus
Dowex-50 (vorher gewaschen mit 6 = HCl und Wasser; Saulendurchm. 1.2 cm, Hohe
10 cm). Nach Waschen mit Wasser wurde das 1-Methyl-6-hydroxy-benzimidazol
in Form ciner fast symmetrischen Elutionsbande mit 2 » HCl gewonnen (die rotbrauncn
Verunreinigungen blieben in der Saule). Die Eluate wurden i. Vak. eingeengt, der leicht
braunlich gefarbte krist. Riickstand in 50 cem Wasser gelést und mit 8 ccm Amberlite
IR-4B neutralisiert. Nach Aufkochen wurde der Austauscher abgetrennt und noch einige
Male auf die gleiche Weise mit Wasser extrahiert. Die vereinigten Extrakte engte man
i. Vak. ein und kristallisierte den Riickstand aus 30 com Wasser um. Ausb. 390 mg
(66% d. Th.) farbloser bis einige cm langer Haare vom Schmp. 246—248° (Kofler-Heiz-
mikroskop; ab ca. 180° bilden sich Sublimate feiner Spiele). ]

C,H,ON, (148.1) Ber. C64.88 H 544 N 18.92 Gef. C 64.89 H5.43 N 18.90

Nachtrag (eingeg. am 22. Mai 1956): K. Folkers und Mitarbb. (Privatmitteil.)
konnten zeigen, da8 das Nucleosid von Faktor III 5-Hydroxy-1-[a-p-ribofuranosyl]-benz-
imidazol ist. Der Beweis fiir die Stellung des phenolischen Hydroxyls besteht in einer
schrittweisen Behandlung des Nucleosides mit Diazomethan und Methyljodid. Die an-
schlieBende alkalische Hydrolyse gibt cin Monomethyl-o-phenylendiamin, das durch Um-
wandlung in 1-Methyl-6-methoxy-benzimidazol identifiziert wurde.



