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291. Wilhelm Friedrich und Konrad Bernhauer: Beitrilge zur 
Chemie und Biochemio der ,,CobalamineCc, I. Mitteil.: Uber die Alky- 

lierung von B,,-Fsktor I11 und Vitamin B,, 
[Aus dem Biochemischen Forschungslaboratorium der Aschaffenburger 

Zellstoffwerke A. G., Stockstadt a. M.] 
(Eingegangen am 5. Mai 1956) 

Di6 Alkylierung des phenolischen Hydroxyls des B,,-Fakaktors 111 
gelingt mittels Dialkylsulfaten oder Arylsulfonsiiure-alkylestern. Die 
5-Nethoxy- und 5-~thoxy-benzimidazol-cobalamin-Analogen des 
Faktors 111 werden in krist. Form gewonnen und charakterisiert. 

Es wird eine allgemeine Methode zur Alkylierung von Benzimida- 
zolcobalaminen am N3-Atom des Besenantails beschrieben, die in der 
Einwirkung von Dimethylsulfat auf die betreffenden Cobalamin- 
Arten in Gegenwart von CW-Ionen besteht. Die Cobalamin-Ado- 
gen mit 3.5.6-Trimethyl-benzimidazol, 3-Methyl-5-hydroxy-bnz- 
imidazol und 3-Methyl-5-methoxy-benzimidazol werden hcrgestellt 
und niiher charakterisiert. 

Die Struktur der neuen Cobdamin-Analogen wird durch ihren 
hydrolytischen Abbau zu den Nucleotiden und Basen sichergestellt. 
Die beiden durch Methylierung von Faktor I11 in Gegenwart von CNe- 
Tonen dargestellten Faktoren ergaben beim hydrolytischen Abbau 
I-Methyl-6-hydroxy-benzimidazol. Daraus ergibt sich, daD im nati- 
ven Faktor IIt das Hydmxyl des Benzimidazol-Ant& in Stellung 5 
zur Zuckerkomponente sich behdet. 

Der Vitamin B,,-Faktor I11 unterscheidet sich vom klassischen Vitamin 
B,, dadurch, daU er ah Basenanteil 5-Hydroxy-benzimidazol enthdt1-6), 
wiihrend Vitamin B,, als Basenanteil 5.6-Dimethyl-benzimidazol besitzt. Durch 
das Vorhandensein ekes phenolischen Hydroxyh nimmt der Faktor I11 eine 
Sonderstellung unter allen bisher bekannt gewordenen Cobalamin-Arten ein. 
Es bietet sich dadurch die Moglichkeit, durch Substitutionen an diesem Hy- 
droxyl die mannigfachsten Umsetiungsprodukte des Faktors I11 herzustellen 
und deren biologische Eigenschaften zu priifen. 

Die Alkylierung des Faktors I11 an der phenolischen Hydroxyl-Gruppe 
geht mit Hilfe der ublichen Alkylierungsmittel iiberraschend leicht vor sich, 
ohne daB dabei Nebenprodukte entstehen. Die Hydroxyl-Gruppen des Ri- 
bose-Anteils werden nicht angegri ffen. 

Bei der Einwirkung von Dimethylsulfat, Benzol- oder p-Toluolsulfomiiure- 
methylester auf Faktor 111 in wiifiriger, schwach alkalischer %sung bei 37" 
erhiilt man in guter Ausbeute das 5-Methoxy-benzimidazol-cobal- 
amin in priichtigen rubinroten Nadeln (nachfolgend kurz als ,,Faktor IIIm" 
bezeichnet). Der Strukturbeweis wurde in folgender Weise erbracht : 

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

l )  W. Friedrich u. K. Bernhauer, Angew. Chem. 61, 627 [1953]. 
2, W. Friedrich u. K. Bernhauer, Z. Naturforsch. Bb, 686 [1954]. 
s, W. Friedrich u. K. Bernhaucr, Angew. Chcm. 67, 619 [1955]. 
4 )  W. Friedrich u. K. Bernhaucr, Z. Naturforsch. 11 b, 68 [1956]. 
5 ,  F. M. Robinson, I. M. Miller, J. F. McPherson u. K. Folkers, J. Amer. chem. 

e, W.Friedrich u.K. Bernhauer, Angew.Chem.68,439 [1956]. Soc.77,5192 [1955]. 
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Eingesetzter 1 Puffer- 1 CNQ- fi n. d. Entstandene B,,-Faktoren 

Na,CO, 
I 

i i F I I I m  

HCX 20 
NaCN 1 9.3 1 20 
ohne 70 

Faktor I11 
spur ? 

NaHCO, 
15 I 

HCN 40 

ohne 0.0 
NaCN 1 9.3 1 40 

95 
95 
0.0 

F IIINm 

15 
15 

Spur ? 

FIIImNin 

15 
15 

spur ? 

30 
30 

Spur ? 

65 
65 

spur ? 

2. Faktor I I Im gibt beim Abbau mit 70-proz. Perchlorsaure biocobal- 
amin (Faktor B, Faktor I) und ein Nucleotid. 

3. Aus dem Absorptionsspektrum des Nucleotides des Faktors I I I m  (a. 
Abbild.1) ist ersichtlich, daD kein freies phenolisches Hydroxyl vorhanden ist. - iVcm-7 

46 

230 250 275 3w 
A f m d  - 

Abbild. 1. Absorptionsspektrum des Nucleotides des Faktors IIIm in Waaser bei % 1.0 
(l), bei % 8.0 und 12.0 (2) 

Es fehlt ngmlich die fiir das Nucleotid dea FaktorsIII charakhristische 
Bandenverschiebung von 290 my auf 316 my beim obergang ins alkalische 
Gebiet (s. Tafel 4). 

4. Beim Abbau des Nucleotides dea Faktors I I Im mit 6n HC1 bei 160" 
erhtilt man 5-Hydroxy-benzimidazol. 

Bei der Einwirkung von Diithylsulfat auf Faktor 111, im iibrigen unter vollig 
gleichen Bedingungen wie bei Verwendung von Dimethylsulfat, erhalt man 
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in guter Ausboute das gleichfah vor- 
ziiglich kristaIlisierende 5 - A t  h ox y - 
be n z i mid a z 01 - c o b a1 a m  i n (kurz 
ah ,,Faktor IIIe" bezeichnet). Fiir 
seine Struktur sprechen neben der 
Bildungsweke (analog der des Fak- 
tors I11 m) seine physikaiischen 
Datcn (8 .  Tafel2) und die vollige 
tfbereinstimmung seines Absorp- 
tionsspektrums mit dem des bereits 
auf biosynthetischem Weg gewon- 
nencn Produktes'). 

Ganz anders verliiuft die Alky-  
l ie rung  i n  Gegenwart  von ube r -  
schiissigen Cyanid-  tonen. Un- 
ter diesenBedingungenreagiert nicht 
nur Faktor 111, sondern auch Vit- 
amin BIZ. Wahrend aus diesem nur 
ein Reaktionsprodukt cntsteht, gibt 
der Faktor I11 iiberwiegend zwei 
verschiedene Fteaktionsprodukte. 
Alle drei Cobalamin-Faktoren ver- 
halten sich ahnlich wie das basen- 
freie (inkomplette) Atiocobalamin, 
d. h. sie sind in neutraler waBriger 
Lijsung bei CN0-UberschuB violett, 
und ihre Farbe schliigt beim An- 
sauern, z. B. mit Essigsiiure, auf 
pH 3 in Orange um. Sie sind in 
schwach saurem Gebiet positiv ge- 
laden, bewegcn sich jedoch gegen 
die Kathode etwaa langsamer als 
&,iocobalamin. I n  neutralem Gebiet 
sind sie ebenao wie Atiocobalamin 
elektrophoretkh neutral (s. Tafel2). 
Die Absorptionsspektren aller drei 
Faktoren unterscheiden sich von 
dem des &iiocobalamins im Be- 
reich von ca. 270 bis 320 mp (8 .  Ab- 
bild. 2 und 3) und ahneln bei CNQ- 
tfberschuB denen der Dicyanokom- 
plexc der zugehorigen Muttersub- 

7 )  J. Pawetkiewicz u. K. Nowa- 
kowska, Acta biochim. polon. 9, 269 
[1955]. 

-~ 
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stanzen1s8). Aue ihren Absorptionsspektren ist zu ersehen, daB die Basen 
im Molekul noch vorhanden sind. 

Die Bildungsweise, die Absorptionsspektren und das elektrophoretische 
Verhdten der drei atiocobalaminiihnlichen B,,-F&toren lieBen vermuten, 

C-ivcm-') 
40 35 30 25 

z500 

t 
kl 

01500 

240 3OJ 350 400 4 

Abbild. 2. Absorptionsspektrum des Fektors B,aNm in Wasser bei CNe-brschuR in 
neutralem und akalischem WBereich ( l ) ,  in schwach saurem %-&Rich (2) 

Abbild. 3. Absorptionsspektren der Faktoren IIINm und IIImNm in Waaaer bei me-  
OberechUB, in neutralem und alkalischern p&breioh (l), in schmch saurem %Bereich (2) 

G. H. BecLven, E. R. Holiday, E. A. Johnson, B. Ellis u. V. Petrow, J. 
Pharmacy Pharmacol. 2, 944 [1950]. 
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Min. 

30 
60 
90 

1 80 

daB sie alle am N3 der Benzimidazol-Komponente methyliert sind, und daB 
ihnen daher folgende Struktur zugrunde liegt : 

F I I I m N m  F 111') F IJIm F I I I N m  

70 - 30 Spur 
45 - 45 10 
25 Spur 9 50 25 
10 Spur 25 65 

\ 
O c P - 0  -ZuAker 

I 
O@ 

I 
in schwach saurem Milieu, 

bei CNO-UberschuB 

B CN 

i 
OtP-0-Zucker 

I 

I1 
oe 

in neutralem Milicu, 
bci CP-UberschuS 

lm Sinne dieser Formulierung ist aus Vitamin B,, nur ein Methylierungs- 
produkt zu erwarten, wahrend die Bildung von zwei Reaktionsprodukten 
&us Faktor I11 so zu erklaren ist, da13 der eino Faktor, der sich schneller bildet 
und chromatographisch langsamer wandert (8. Tafel 2 und 3), in der Benz- 
imidazol-Komponente am N3 methyliert ist, der andere Faktor, der sich aus 

Tafrl 3. Methyl ie rung  von F a k t o r  I11 in Gegenwar t  von NaHCO, u n d C N e  
in Abhangigkei t  von d e r  Zei t  

Reaktionsdauer I I B,,-Faktoren, geschatzt in % 

l I Y I 
a) naverbnueht 

dem ersteren bildet (9. Tafel 3) und chromatographisch schneller wandert, 
sowohl am N3 als auch am Hydroxyl. Die betreffenden Faktoren miiBten 
daher folgendermaI3en bezeichnet werden : 
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3.5.0-Trimethyl-benzimidazol-cobalamin ],,Faktor BUNm"), 
3-Methyl-5-hydroxy-benzimidazol-cobalamin (Faktor ,,IIINm"), 
3-Methyl-5-methoxy-benzimidazol-cobalamin (Faktor ,,IIImNm"). 

Falls die Formeln I und I1 richtig sind, so miissen die aus den Faktoren 
B , a m ,  IIINm und IIImNm gewonnenen Nucleotide quartare Ammonium- 
Ionen sein. Diese Forderung erfullte 
sich vollkommen. Dic Absorptions- 
spektren der Nucleotide (s. Abbild. 4 
und 5) sind - mit Ausnahme des 
Nucleotides aus Faktor IIINm, in 
dem die Veranderungen des Spek- 
trums mit der Dissoziation des 
yhcnolischen Hydroxyls zusammen- 
hiingen - vom pH unabhangig, eine 
fur 1.3-disubstituierte Benzimida- 
zolc charakteristische Eigenschaft. 
Solche Benzimidazole liegen be- 
kanntlich als quartiire Ammonium- 
Ionen 111 vor und unterscheiden sich 
von Benzimidazolen, die zumindest 
ein nicht substituiertes Stickstoff- 

zoo 

0150 

a25 

250 275 300 
A(mY4- 

Abbild. 4. Absorptionsspektren der Nu- 
cleotide der Faktoren B,Nm (1) und 
IIImNm (2)inWasserim~Bereich 1-12 

atom bcsitzen, dadurch, da8 sie die Fiihigkeit zur Protonaddition verloren 
haben. Ihre Absorptionsspektren sind demzufolge vom p H  unabh8ngig8i 8). 

A h A j  - 
Abbild. 5. Absorptionsspektrum des Nucleotides des Faktors IIINm in Wasser, bei pH 

1.0 (1). bei h 7.8 (2), bei h 9.5 (3), bei p, 12.0 (4) 
a und b sind isosbestische Punkte fiir das Gleichgewicht 

Phenol + Phenolat ( p ~  = 8.5) 
- 

9 )  K. Hofmann, Imidazole and its derivatives, Interscience Publ., New York 1983, 
s. 253. 
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Aus dem Absorptionsspektrum des Nucleotides des Faktors I I INm (Ab- 
ldd .  5) la& sich die Dissoziationskonstante des phenolischen Hydroxyls 
ermittelnlO). Der Wert fiir % betragt 8-9 (geschatzt) und unterscheidet sich 
si@ant von den entsprechenden Werten fiir 5-Hydroxy-benzimidazol 
(w = 10.1)4) und fur das Nucleotid des Faktors I11 (?)R. = ca. 10.5). Diese 
betrachtliche Erhohung der Dissoziationskonstante des phenolischen Hydr- 
oxyls ist die Folge der Quaternierung und der dadurch vemach ten  positiven 
Ladung des Molekuls, durch deren elektrostatische Feldwirkung das Proton 
des phenolischen Hydroxyls abgestoJ3en wird. Es handelt sich hierbei um eine 
Andogie, z. B. zu den Betainen, in denen durch die Quaternierung dea Amino- 
stickstoffs die Dissoziationskonstante des Carboxyls weitgehend erhoht wird. 

Eine Analyse der Ergebnisse dor Tafeln 1 und 3 ergibt folgendes: 
1. Die Methylierung am NJ geht nur in Gegenwart von CW-Ionen vor sich, und zwar 

vie1 rascher in Gegenwart von Hydrogencarbonat als von Carbonat. 
2. Die Methylierung des Faktors 111 am phenolischen Hydroxyl ohm CNe-Zusatz 

verliiuft rasch in Gegenwart von Carbonat und recht langsam in Gegenwart von Hydro- 
gencarbonat. 

3. Die Methylierung von Faktor I11 in Gegenwart von Hydrogencarbonat und CNe- 
UberschuS verliiuft nach folgendem Schema: 

Faktor 111 -+ Faktor IJINm + Faktor IIImNm 
Daa phenolische Hydroxyl reagiert also e rs t  nach erfolgter Methylierung des N3. 
4. Die Roaktion Faktor IIINm + Faktor IIImNm verliiuft in Ckgenwart von Hydro- 

gencarbonat relativ schnell. Diese rasche Methylierung des phenolischen Hydroxyls ist 
die Folge der Quabrnierung, denn der native Faktor 111 wird ohne UberschuB an C W -  
Ionen in Hydrogencarbonat nur sehr langsam am phonolischen Hydroxyl methyliert. 

Der Abbau der Faktoren IIIm,  B,$m, IIINm und IIImNm zu Nucleo- 
tiden mit kalter 70-prox. Perchlorsaure verlauft gleich schnell, ebenso wie der 
des Fakton 1112), d. h. die Reaktion ist in 11/*-2 Stdn. beendet. Aus jedem 
dieser Faktoren wurde auoer dem betreffenden Nucleotid k,iocobalamin 
gewonnen, dessen Identitiit durch papierchromatographischen und papier- 
elektrophoretischen Vergleich mit nativem hiocobalamin aus Faulschlamm 
erwicsen wurde. 

Zum endgultigen Strukturbeweis der Faktoren B,&m, IIINm und IIImNm 
wurden die a m  diesen Faktoren gewonnenen h'ucleotide hydrolytisch ge- 
spalten und die hierbei erhaltenen Basen mit den entsprechenden Modell- 
substanzen verglichen. 

Die Hydrolyse des Nucleotides aus Faktor B12Nm mit 6nHCl bei 150" 
wahrend Stdn. ergab 1.5.6-Trimethyl-benzimidazol, das durch Absorptions- 
spektrum, Schmp. und Misch-Schmp. mit einem authentirchen Priiparat 
eindeutig identihiert 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-60 und gleiches Absorptionsspektrum, 8 .  

Abbild. 6 und Tafel4). Bei der Hydrolyse des Nucleotides aus dem Faktor 
lo )  Vergl. hienu D. Shugar u. J. J. Fox, Biochim. biophysics, Acts, [Amsterdam] 

9, 199 [1962]; J. J. Fox u. D. Shugar, ebenda 9, 369 [1952]. 
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IIImNm wurde demnach gleichzeitig das Methoxyl gespaltm. Die hither- 
spaltung wax in 6nHCl bei 150' nach 11/* Stdn. praktisch beendet. Der 
Verlauf wurde durch spektroskopische Messung verfolgt. Ah logische SchluU- 
folgerung aus den gewonnenen Erkenntnissen sind nur die Strukturformeln 
IV oder V fiir die Base aus den Faktoren IIINm und IIImNm moglich. 

- Ffcrn-9 

I I I 

a) 

1 lmM - 
Abbild. 0. Abeorptionsspoktren des Nucleotides des Faktors III (a), des l-Methyl-6- 
hydroxy-benzimidazola (b) und des l-Methyl-6-hydroxy-benzimidazola (bzw. der Baae 
aus den Faktoren IIINm und IIIm Nm) (0) in Wasser bei p~ 1.0 (l), bei p~ 8.0 (2), bei 

'PH 12.0 (3) 
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Tafel 4. Rinige Eigenschaften der  d a  

Substanz 

Kucleotid des Faktors JIIm 
Nucleotid des Faktors B,,Nm 
Nucleotid dcs Faktors IIINm 
Nucleotid des Faktors 

IIImNm ............... 
Base des Faktors B,,Nm*l , . 
Kucleotid des Faktors I11 . . 
1 -Methyl-5-hydroxy-benz- 
imidazol ................ 

1 -3lethyl-6-hydroxy-benx- 
imidazol und Base der 
Faktoren JIINm und 
IIImNm ................ 

*) Nacli Sehmp. u. Ah-Spektrui 
B r i t i s h  D r u g  H o u s e s  danken. 

chmp. in "C 
(Kof ler- 

Heizmikro- 
SkOP) 

141-144 

263 205 

246-218 

testell ten Nucleotide und  Basen 

Sbs.-Max. (in mp) und E (in Klammern) 

PH le0 

288 
279, 280 

254, 291.5 

252, 290 
277, 285 

289.5 
245 (3400) 
288 (6880) 

245 (3190) 
288 (7100) 

dentisell rnit 1.5.6-Trimethyl-ben 

in Wasser 

'pli 8.0 

247.5, 289.5 
279, 286 

293 

252, 290 
261 -258 
280, 288 

248.5, 291.5 
251 (5800) 

291.5 (5400) 

252 (4640) 
285 (6540) 

p, 12.0 

247.5, 289.5 
279, 286 

322 

252, 290 
251-258 
280, 288 

310 
255 (4460) 
310 (5800) 

257 (4450) . 
306 (7880) 

nidazol. fur dessen Probe wir den 

Zwecks Entscheidung zwischen den Formeln IV und V stellten wir die 
beiden Modellsubstaruen synthetirch her. 

Bei der Synthese von 1-Methyl-5-hydroxy-benzimidazol (IV) gingen wir 
von 3-R'itro-4-amino-phenol-athyliither 11) aus. Nach Umsctzen mit p-Toluol- 
sulfonylchlorid, Methylierung mit Dimethylsulfat und hydrolytischer Ab- 
spaltung des Tosylrestes 12) wmde mit Ameisensiiure kondensiert und daa 
Athoxyl mit 6 n  HCl bei 150" gespdten. Das betreffende Renzimidazol wurde 
durch Chromatographie mit dem Kationenaustauscher Dowex-50 gereinigt 
und durch Behandlung mit dem schwachbmischen Anionenausttluscher 
Amberlite IR-4B aus der Hydrochloridform in die freie Base iibergefuhrt. 

Zur Syrithese von 1-Methyl-6-hydroxy-benzimidazol (V) gingen wir von 
4-Nitro-3-amino-phenol-methylathcr 13) aus. Im iibrigen fiihrten die gleichen 
Reaktionen wie bei der Herstellung von 1-Methyl-5-hydroxy- benzirnidazol 
zum Ziel. 

Die Base aus den Faktoren IIINm und IIImNm erwics sich als identisch 
rnit V (gleicher Schmp. und Misch-Schmp., gleiches UV-Absorptionsspektrum) 
und verschieden von IV. Das W-Absorptionsspektrm des Nucleotides 
aus Faktor I11 wiederum erwies sich als beinahe identisch rnit IV (s .  Abbild. 6 
und Tafel4). Beide Befunde bewiesen eindeutig, daI3 im nativen Faktor I11 
das phenolische Hydroxyl die Stellung 5 gegenuber dem Zuekerrest einnimmt 
(8 .  dazu 1. c . 6 ) ) .  

11) Hergest. nach 1. c.'). 
1,) Zur allgemeinen Methodikvergl. Q. R. Beaven, E. R. Holiday, E. A. Johnson,  

B. Ellis ,  P. Mamalis, V. Petrow u. H. 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 sehr markant. U. a. sind die Werte der Banden- 
verschiebung beim Ubergang ins alkalische p,-Gebiet sehr unterschiedlich, 
indem bei pH 12 die entsprechenden Absorptionsmaxima der 1.5-substi- 
tuierten Benzimidazole bei 316 mp, die der 1.6-substituierten bei 306 mp 
liegen. Auch 5-Hydroxy-benzimidazol erleidet beim Ubergang ins alkalische 
p,-Gebiet eine fiir die 1.6-substituierten Hydroxybenzimidazole charakte- 
ristische Bandenverschiebung '). Diese Tatsache spricht dafur, daB das Gleich- 
gewicht der beiden mesomeren Formen VI und VII des 5-Hydroxy-benzimid- 
azols weitgehend zugunsten der Form VII verschoben sein durfte. 

I 
H 

VI VII 

Aus den hier beschriebenen Versuchen ergeben sich nicht n u  fur die 
Struktur des Faktors I11 wichtige Schliisse. Eine mehr allgemeine Bedeutung 
Siir die ganze B,,-Gruppe hat die Tatsache, daB die Alkylierung des mit dem 
zentralen Co-Atom koordinierbaren Stickstoffs nur in Gegenwart von Cyanid- 
Ionen (in geringerem AusmaB auch in Gegenwart anderer Anionen, die mit 
Kdbalt koordinieren); miiglich ist. Cooley u. .,la) zogen fiir das Dicyano- 
cobalamin folgende zwei Formeln in Erwiigung : 

6 "CN 1 
VIII IX 

Unter diesen konnte nach dem damaligen Stand des Wissens nicht ent- 
schiden werden. Nach Formel VIII besitzt das zentrale Kobaltatom die 
Koordinationszahl7, und das NB der Benzimidazolkomponente ist an Kobalt 
gebunden. Nach Formel IX ist das N3 vom Kobaltatom gelost. Auf Grund 
der mitgeteilten Versuchsergebnisse erscheint die Struktur VIII vollig aus- 
geschlossen und die Struktur I X  gesichert *). Mit Hilfe der Formel VIII liiBt 

14) G. Cooley, B. Ellis, V. Pctrow, G. H. Beaven, E. R. Holiday u. E. A. John- 
son, J. Pharmacy Pharmacol. 3, 271 [1951]. 

*) Die Struktur IX wurde bereits ala 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, "he Biochemistry of Vitamin B,,, Cambridge 1956, S. 3). 
da8 die CN-Gruppa die koordinative Bindimg zwischen Kobalt und N3 beseitigt. 
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sich das unterschiedliche Verhalten der Vitamine der B12- Gruppe gegeniiber 
Alkylierungsmitteln mit und ohne CN@-Uberschul) nicht erklliren, wohl aber 
sehr gut durch Formel I X :  Im Dicyanokomplex ist Ns nicht an Kobalt 
gebunden und daher fur Alkylierungsmittel zugiinglich. Die mitgeteilten 
Versuche bestatigen gleichzeitig den von Beaven  u. a. aus spektroskopischen 
Beobachtungen gezogenen Schlul), dab die Bindung zwischen N8 und Kobalt 
koordinativ und nicht valenzartig ist. 
Es gelang bisher nicht, die Faktoren B1,Nm, IIINm und IIImNm zu krktallisieren. 

Auch in dieser Hinsicht verhalten sie aich also iihnlich dem hiocobalamin, daa bisher 
gleichfalls nur in amorphem Zustand bekannt ist. Nach den bisherigen Erfahrungen 
kristallisieren alle ,,kompletten", d. h. nucleotidhaltigen Cobaa*e, wogegen alle ,,in- 
kompletten", d. h. nucleotidfreien Cobalamine (&iocobalamin, Atiocobalaminmrbon- 
siiuren), nicht kristabieren (mit Ausnahmo der von Cannon u. a . 9  isolicrten Hexa- 
carbonsiiure). Da die Faktoren B,Nm, IIINm und IIImNm sich in bezug auf ihre 
Kristabierbarkeit wie die nucleotidfreien Faktoren verhalten, ist das Vorhandensein 
des Nucleotides fur die Kristallisationsfiihigkeit noch nicht ausreichend. Als zusiitzliche 
Voraussetzung hierftir muD offenbar das N3-Atom mit dem zentralen Kobalhtom koor- 
diniert sein. In thereinstimrnung hiermit steht die Tatsache, daB die Dicymokomplexe 
der sonst gut kristallisierbaren Cobalamine nicht kristallisieren, da in ihnen das Kobalt- 
atom durch die Anlagerung eines zweiten CNe-Ions blockiert und fur die koordinative 
Bindung mit Na unzuglnglich ist. 

Die Faktoren B ,am,  IIINm und IIImNm sind gegenuber E. wli 113-3 
inaktiv. Es gibt bereits zahlreiche Abwandlungsprodukte des Vitamins B,,, 
die sich von diesem nur im Baaenanteil unterscheiden. Alle sind - soweit 
bisher bekannt - gegenuber E: wli aktiv, unabhangig davon, ob ihre Basen der 
Benzimidazol- oder Purin-Reihe angehoren. Die Basen aller dieser B,,-Fak- 
toren sind am nicht glykosidisch gebundonen Imidazol-N-Atom unsubstitu- 
iert, wodurch also eine koordinative Bindung zwischen diesem N-Atom und 
dem Kobaltatom moglich ist. Diese Xoglichkeit besteht nicht bei den Faktoren 
B,&m, IIINm und IIImNm, und dies diirfte die Erkliirung ihrer mikrobio- 
logischen Unwirksamkeit sein. Daraus ergibt sich der Schlul), daB die mikro- 
biologische Aktivitiit der B,,-Vitamine offenbar daa Vorhandensein einer 
koordinativen Bindung zwischen einem Imidazolstickstoff und dem zentralen 
Kobaltatom zur Voraussetzung hat. 

Beschreibung der Venuehe*) 

Methylierung von Vitamin B,, und F a k t o r  1 x 1  un ter  verschiedenen Be- 
dingungen: Es d e n  in Reagenzgliiser 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 ccrn 
Waaser, 0.025 ccm 10-proz. HCN-Liisuug oder 0.04 ccm 10-proz. Kach'-Losung. Nach dem 
letzten Zusatz d e n  die Reagenzgliiser mit Korkstopfen verschlossen und 2 Stdn. bei 
37" stehengelassen. AnschlieBend wurden alle h b e n  mit je 0.03 ccrn Dimethylsulfat  
versetzt und in einem SchutteIger&t bei 37" geschuttelt. In einatiindigen Zeitsbstanden 
d e n  noch zweimal je 0.03 ccm Dimethylsulfat zugesetzt. Nach der letzten Zugabe 
wurde noch 1 Stde. geschuttelt. Dann vereetzta man die h b e n  mit je 0.5 ccm 80-proz. 
wiiBr. Phenollosung, schuttelte eine weitere Stcle. bei 37" und lie0 uber Nacht bei 20" 

1s) J. R. Cannon, A. W. Johnson u. A. R. Todd, Nature [London] 174,1188 [1954]. 
*) Mikrosnalysen von A. Bernhard t ,  Max-Planck-Inatitut fiir Kohlenforschung, 

Miilheim-Ruhr. Wir danken Dip1.-Chem. H. Burkhard t  fiir die Xitarbeit bei dor Her- 
stellung der 1-Methyl-benziddazole. 
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stehen. Sodann d e n  die B,-Faktoren in ublicher Weise extrahiert und papierchro- 
matographkch und elektrophoretiach gepriift (Tafel 1 ). 

Faktor  I I I m  aus  Fak to r  I11 : In eine lMischung von 50 mg Fak to r  111 und 300 g 
Xi@O,.lOI&O in 250 ccm WBseer wurden in einem 1 I fassenden GefiiS bei 37" unter 
lebhaftem Riihren whhmnd 4 Stdn. in kleinen Portionen 37.5 ccm Dimethylsulfat 
eingetragen. Aufarbeitung nach beendeter h k t i o n :  Zusatz von 150 ccm Wasser und 
125 ccm einer 80-proz. wiilr. Phenollosung, 1 Stde. bei 37" geriihrt, uber Nacht bei Zimmor- 
tempemtur stehengelaasen, rotgefiirbte Phenolphase abgetrennt, mit 1 0 0  ccm o-Dichlor- 
hwl verdunnt, 80 oft mit Waaser gewaschen, bis das letzte Waschwaaser neutral war. 
Zusatz von etwas Butanol und Ather, tfberfiihrung der B,-Artan BUS der Phenolphase 
in die wiilr. Losung, diese mit Butanol und Ather gcwaachen und i. Vak. auf ein kleines 
Volumen eingeengt, Riickstand in etwaa Kieselgur aufgenommen und i. Vak. uber CaU, 
getrocknet. Trockenprodukt in eine Cellulose-Chromatographiersilule (Durchm. 6 cm, 
Hohc 14 cm, Whatman Cellulose Powder, Standard Grade) eingofiillt. Entwickler 775 ccm 
sek.-Butanol, 90 ccm 25-proz. wiiI3r. Ammoniak-Usung, 135 ccm Waaser und 1 ccm 
IO-proz. ECN-Lasung. Bei der Entwicklung erhielt man zwei violette Zonen, namlich 
eine untere, kriiftige, schnell bewegliche Zone des Faktors IIIm vom R-Wert 0.33 und 
eine obere, schwache, langaem laufende Zone des unveriindertan Faktors 111 vom R-Wert 
0.12, die nach Elution der unteren Zone rnit eek.-Butanol + 30% Waaser eluiert wurde. 

Dss Eluat der unteren Zone wurde zwech Beseitigung von Ammoniak i. Vak. auf 
dio HIilfk eingeengt, mit etwaa hither versetzt und mit Wasser extrahiert. Die wiilr. 
Ltisung, in iiblicher Weise auf krist. Produkt verarbeitet, ergab dunkelrotc, bis 1 cm 
lange feine SpieBe. Ausbeute an vollig reinem kriat. Produkt 29 mg (58%) ,  Menge an 
regeneriertem Faktor III 15 mg. 

Fak to r  I I I m  ist aktiv gegeniiber E.wli 113-3, L.leichmannii 313 und Ochronwnas 
malkumenSie (6040% der B,-Aktivitit). 

Faktor  I I I e  aus Fak to r  111: In eine Mischung von 60 mg Faktor  IIC und 300 g 
Na,CO,.lOI&O in 250 ccm Wwser wurden e b e m  wie zuvor bei 37" unter lebhaftem Rtih- 
ron wiihrend 4 Stdn. in kleinen Portionen 33.7 ccm Diiithylsulfat eingetragen und wie 
im vorhergehenden Versuch anfgearbeitet. Bei der Chromatographie in der Cellulose- 
siiule erhielt man zwei violette Zonen, nitmlich eine untere, krii€tige, schnell bewegliche 
Zone dm Faktors IIIe vom R-Wert 0.4 und einc obere, schwache, langsam laufende Zone 
dea unveriinderten Faktors 111 mit dem R-Wert 0.12. 

Ntlch Elution und ublicher Verarbeitung (wie zuvor) kristallisierte der Faktor  I I I e  
iu schonen, 1 cm langen, dunkelroten SpieOen. Ausbeute an vollig reinem krist. Produkt 
34.2 mg (08.4%). Aus der oberen Zone wurden 10.0 mg Faktor I11 auriickgewonnen. 

Faktor IIIe ist aktiv gegeniiber E.wli 113-3, L.Lichmannii 313 und Ochromonaa 
malhamnsie (ca. 50% der B,,-Aktivit&t). Daa Abmrptiomspektrum des Faktom IIIe 
iihnelt dem des Faktom III. In seinem chromatogmphischen Verhalten ist der Faktor 
IIIe von Vitamin B, kaum zu unterscheiden. 

Fsk to r  B,Nm aus  Vitamin &,: Eine Mischurrg von 50 mg Vitamin B12, 63 g 
NaHCO, und 1 g NaCN in 250 ccm Wasser d e  ebenso wie zuvor bei 37" unter leb- 
haftem Riihren wiihmnd 3 Ytdn.  mit 22.5 ccm Dimethylsulfat in kleinen Portionen 
versetzt und wie zuvor aufgearbeitet. Entwickler bei der Siiulenchmmatogmphie: 750 
ccm eek.-Butanol, 250 ccm Waeser, 5 g Tetraphenylbomatrium (Kalignost), 1 ccm 10- 
p m .  Blausiim-Liisung. Der neue Faktor wanderta ah kniftige, einheitliche violette Zone 
mit dem R-Wert 0.6. Es folgte eine schwache rote Zone des Vitamins B, rnit R 0.33 
und eine dritte sehr schwache Zone mit R 0.15. Daa Elmt des Faktore B,,Nm wurde rnit 
Waseer extrahiert. Weitere Reinigung durch Extmktion der wii0r. Phase mit einem Ge- 
misch von Phenol + o-Dichlorbenzol, Waschen dieseT Liisung mit WasFr, Oberfiihrung 
dos B,-Faktom in die wiilr. Phase durch Zusatz von eek.-Butanol und Ather. Gelegent- 
lich auftretende, durch Kalignost verursachte Emulsionen lieBen sich durch minimale 
Mengen MgS0,.7&0 vollig beseitigen. Die eingeengte wiLBr. Phase wurde zwccka Ent- 
fernung lctzter Spuren an Vitamin B,, sadenolektrophoretisch gereinigt (18 Stdn. bci 
1200 V, Puffer: 0.5 m Essigsilure, enthaltend 0.006 Mol HCN im I ,  p, 2.7). Der Faktor 
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B,Nm wanderte in diesem Puffcr kathodisch, ist also darin positiv geladen. .Daa wiiOr. 
Eluat wurde nach der Elektrophoreso mit Phenol + o-Dichlorbenzol extrahiert, Phenol- 
phase mit Wasser gewaschen, B,-Faktor nach Zusatz von eek.-Butanol und Ather in 
Wasser ubergefiihrt. Die wiih. Lasung wurde mit eek.-Butanol und Ather gewaachen, 
i. Vak. eingeengt, in wenig Kieselgur aufgenommen, i. Vak. iiber CaCl, getrocknet und das 
Trockenprodukt in cine mit Hahn versehene schmale Glassiiule eingefiillt, die unten rnit 
einem Wattepfropfen vereahen und daruber mit einer cinige mm hohen Aluminiumoxyd- 
Schicht gefiillt war. Die bcschickte Siiule wurde mit trockenem Aceton gewaschen und 
der Faktor B,,Nm mit einem Gemisch aus Aceton und 15-25% Wasser cluiert. Durch 
Verdampfen der Lasung i. Vak. erhalt man den F a k t o r  B,Nm als amorphes Pulver. 
Absorptionsspektrum s. Abbild. 2. Gegen E.wZi ist Faktor B,Nm praktisch inaktiv. 

Die F a k t o r e n  I I I N m  u n d  I I I m N m  aus F a k t o r  I11 wurden in gleicher Weise 
hergestellt wie Faktor B,,Nm. Dor zeitliche Rectktionsverlauf wurde an entnommenen 
und analysierten Proben festgestellt (8. Tafel 3). Bei der Chromatographie in der Cellu- 
loeesitule crschienen zwei Hauptzonen, eine kriiftige violette Zone dcs Faktors IIImNm 
mit dem R-Wert 0.40 und eine schwachere, glcichfalls violette Zone des Faktors IIINm 
mit dem R-Wert 0.1. Dazwischen lagen noch zwei sehr schwache rote Zonen, nbmlich 
die des Faktors I11 (R-Wert 0.177) und die noch schwiichere des Faktors I I Im (R-Wert 
etwa 0.25). Die eluierten Zonen der violetten Faktoren wurden, wie bereits bei Faktor 
B,,Nm beschrieben, extrahiert und saulenelektrophoretisch weiter gereinigt. Beide Fak- 
toren wurden schlieOlich ah amorphe Pulver gcwonnen. Sie besitzen das gleiche Absorp- 
tionsspektrum (8. Abbild. 3). 

A b b a u  der  F a k t o r e n  I I I m ,  B a r n ,  I I I N m  und I I I m N n i  rnit 7O-proz. P e r -  
ch lorsaure  u n d  Iso l ie rung  d e r  Nucleot ide :  10-40 mg dcr betreffenden Faktoren 
wurden in  1.5-3.0 ccm Vo-proz. Perchlorsaure gelost und 3-4 Stdn. bei hmer tcmpera-  
tur  stehengelassen. Die weiten: Verarbeitung und Trennung der Nucleotide vom Atio- 
cobalamin geschah in ublicher Weise2). Die farblosen Liisungen der Nucleotide dienten 
zur Aufnahme der Absorptionsspektren und zum Nachweis von Phoephorsiiure. D i e m  
erfolgte nach Erhitzen der Kucleotid-Losung in 6 n HCl bei 150" bzw. nach Aufschld 
mit he ikr  SchwefelsiLure (zur Methodik vergl. 1. c.16) ). I n  nicht anfgeschlosaenen Proben 
konnte keine Phosphorsilure nachgewiesen wcrden. 

A b b a u  d e r  Nucleot ide  d e r  F a k t o r e n  I I I m ,  B,,Xm, I I I N m  und I I I m N m  
und Iso l ie rung  d e r  B a s e n :  Farblose bsungen der Nucleotide wurden i. Vak. zur 
Trockne gebracht, der Ruckstand jeweils in 3-4 ccm 6 n HC1 gelost und im zugeschmol- 
zenen Glasrohr 5'/, Stdn. auf 150' erhitzt. Die Hydrolysate d e n  zur Trockne ver- 
dampft, der Ruckstand jcwcils in 1-2 ccm Wasser gelost, mit einigen Tropfen 0.6 n 
KOH neutralisiert und durch Siiulen aus Dowex 60-H+ (Durchm. 5 mm, Hohe 20 mm) 
langsam hindurchlaufen gelassen. Die SBulen wurden mit Wasser und 0.4 n HCl gewaachen, 
Basen schlieBlich mit 2 n HCI eluiert, Eluate i. Vak. eingeengt und i. Vak. iiber NaOH 
getrocknct. 

Das Absorptionsspektrum der Base aus Faktor I I Im (gemeseen in 0.1 n HCl, bei 
% 8 und % 12) erwies sich als identisch mit dem des 5-Hydroxy-benzimidazolsas). 

Das Hydrochlorid der Base  autl F a k t o r  B,,Nm wurde in ca. 1 ccm Wasser gelost 
und mit etwas Amberlito IR-4B neutralisiert. Nach Erwiirmen, Filtrieren, weiterer 
Extraktion dcs Ionenaustauschers mit heil3cm Wasear und Einengen der Extrakte wurdc 
die freie kristallisierte Base gewonnen. Schmp. sowic Misch-Schmp. rnit 1.6.6 -Tr i  - 
m e t h y l  - benzimidszol  141-144" (Kofler-Heizmikroskop). Absorptionsspektrum (8. 

Tafel 4) identisch mit dem von 1.5.6-Trimethyl-benzimidaml. 
Die W-Abeorptionsspektrcn der Hydrochloride der Basen  aus d e n  F a k t o r e n  

I I I X m  u n d  I I I m X m  erwiesen sich als vollig identisch, wodurch die von vornherein 
zu erwartende Identitat der Stoffe bewiesen wurde. Die Hydrochloride wurden vereint 
und ahnlich wie daa Hydrochlorid der Base aus Faktor B,,Nm zur h i e n  kristallisierten 

16) E. Volkin u. W. E. Cohn,  in ,,Nethods of Biochemical Analysis", Interscienco 
Publ., Xew York 1964, S. 299. 
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Base verarbeitet. Schmp. sowie Misch-Schmp. mit 1 -Methyl -  6 - h y d r o x y  - ben ximid - 
a zo 1 246-248" (Kofler-Heizmikroskop). 

p-Toluolsulfonsiiure-[2-nitro-4-iithoxy-anilid] : Die Liisung von 1.6 g 
(0.01 Mol) 3-Nitro-4-amino-phenol-iithyliither in 5 ccm Pyridin wurde portions- 
weise mit 1.9 g (0.01 Mol) p-Toluolsu l fochlor id  versetzt und auf dem Wasserbad 
2.5 Stdn. erhitzt. Nach dem Abkiihlen wurde mit 2 n HC1 angesiiuert, die ausgeschiedene 
graue klumpige Kristallmaase abfiltrieA, mit Wasser gewaschen und nach dem Trocknen 
&us 10 ccm absol. Athano1 ockergelbe. olivgriin schimmernde Kristalle vom Schmp. 93-92" 
(Kofler-Heizbank) erhalten; Ausb. 5.57 g (82% d. Th.). 

C,,H,,O,N,S (336.3) Ber. N 8.33 Gef. N 8.2 
1.92 g (0.00s 

Mol) p-Toluolsulfonsiiure-[2-nitro-4-iithoxy-anilid] wurdenmit5 ccm4nNaOH 
rnit Hilfe eines Vibromischers gemischt und dabei mit 0.5 ccm D i m e t h y l s u l f a t  versetzt; 
anschlicknd wurde unter Riickflul3 erhitzt, weitere 0.5 ccm Dimethylsulfat portiomweise 
zugesetzt und 10 n XaOH unter stiindiger Einhaltung alkalischer Reaktion zutropfen 
gelaasen. Nach dem letzten Zusatz von Dimethylsulfat kochte man noch 15 Min., kiihlte, 
wusch den Niederschlag mit Wasser und kristallisierte aus khan01 um. Ausb. 1.05 g 
(50% d. Th.). Hellgelbe feine Nadeln vom Schmp. 92-93' (Kofler-Heizbank). 

C,,H,,O,N,S (360.3) Ber. ,X7.99 S 9.16 Gef. N 7.72 S 9.06 
N - Met  h y 1 - 2 - n i t r o  - 4 - at h o x y - an i l i  n : 510 mg (0.0015 Mol ) p - T 01 u o lsu 1 f o n - 

siiure-[N-methyl-2-nitro-4-iithoxy-anilid] erhitzte man mit einem Gemisch &us 
0.57 ccm konz. Schwefelsiiure und 0.25 ccrn Eisessig 1.5 Stdn. auf dem siedenden Wasser- 
bad, wobei die Reaktionslosung blar hellbraun wurde. Nach dem Abkiihlen wurdc auf ca. 
20 g Eis gegoesen, von sofort ausfallendem fcuerrotem Produkt abgesaugt und mit Wasser 
gewaschen. Nach Trocknen und Reinigen durch Sublimation (Olbad 120", 12 Torr) 
wurden 80 mg (26y0 d. Th.) feuerrote Nadeln vom Schmp. 75-77" (Kofler-Heizbank) 
erhalten. 

C,H,O,N, (196.2) Ber. N 14.28 .Gef. N 14.1 
1-Methyl-5-hydroxy-benzimidazol: Zu einer Mischung aus 1 ccm konz. Salz- 

siiure und 118 mg (0.001 Mol) geraspeltem Zinn wurden 60 mg (0.0003 Mol) N - M e t h y l -  
2-nitro-4-iithoxy-anilin portionsweise zugesetzt. Nach jedem Zusetz erfolgte fast 
sofortige Encarbung. Zum SchluB wurde 25 Min. auf 100" erhitzt, die Roaktions- 
losung in  60 ccm schwefelwrteverstoffhaltiges Wasser gegossen und durch die schwach 
saum Lasung wiihrend 6 Stdn. Schwefelwasserstoff durchgeleitet. Naah Stehedassen uber 
Nacht wurde vom Zinnsul6d abfiltriert, die farblose klare Losung i. Vak. im Stickstoff- 
strom bis zur Trockne eingeengt und der krist. Ruckstand uber Nacht i.Vak. iiber Na- 
triumhydroxyd getrocknet. Nach Zusatz von 2 ccm Ameisensiiure kochte man 2.5 Stdn. 
unter RUckfluD, vcrdampfte die uberschiissige Ameisensiiure i.Vak., loste den krist. 
Ruckstand zwecks Spaltung des khoxyls  in 3 ccm 6 n HCl und erhitzte 5 Stdn. auf 
150" im Bombenrohr. Nach Verdampfen i. Vak. und Trocknen iiber NaOH wurde der 
Ruckstand in Wasser gelost und dnrch eine Siiule &us Dowex-50 (vorher gewaschen rnit 
6 n HC1 und Wasser, Siiulendurchm. 0.7 cm, Hohe 3 cm) chromatographiert. Die Ent- 
wicklung geschah rgit 2 n HCl. Die symmetrische Elutionsbande deutete auf die Ein- 
heitlichkeit der Substane hin. Der nach Einengen der Eluate i. Vak. und Trocknen uber 
NaOH erhaltene farblose krist. Ruckstand m d e  in 5 ccm Wasser gelost, mit 0.8 ccm 
Amberlite IR-4B (Korngr. 0.1 mm) versetzt und zum Sieden erhitzt. Nach dem Filtrieren 
und Abkiihlen kristafisierte die freie Baae in farbloeen haarformigen SpieBen vom Schmp. 
263-265" (Kofler-Heizmikroakop). Die Substanz wandelt sich bei ca. 220" in eine andere 
Kriatallform (etwas @are SpieBe) um. Ausb. 23 mg (50% d.Th.). 

p - T o  1 uols  u 1 f on  s a ure  - [ N - m e t  h y 1 - 2 - n i t r o  - 4 - ii t h o x y - a n i  l id ]  : 

C,H,ON, (148.1) Ber. C64.88 H5.44 N 18.92 Gef. (364.62 H5.51 N 18.72 
p-Toluolsulfonsiiure-[2-nitro-5-methoxy-anilid] : 11.21 g (0.066 Mol) 4-  

Nitro-3-amino-phenol-methyliither, in 14 ccm Pyridin gelbst, wurden prtions- 
weise mit 12.6 g (0.066 Mol) p-Toluolsu l fochlor id  versetzt. Nach 2stdg. Erhitzen 
auf 100' und Zusatz von 85 ccm 2 n HCl fielen gelbe Kristalle, die abfiltriert, mit Wasser 
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gewaschen und zweimal aw je ca. 300 ccm Athano1 umkristallisiert d e n .  Rhombische, 
grobe hellgelbe Schuppenvom Schmp. 139" (Kofler-Heizbank). Ausb. 13.4 g (63% d. Th.). 

Cl,H140,N,S (322.3) Ber. N8.68 S 9.94 Gef. N8.54 S 9.89 
p-ToluolsulfonsiLure-[N-methyl-2-nitro-5-methoxy-anilid] : Zu einer Mi- 

schung von 13.34 g (0.0414 Mol) p-Toluolsu l fonsaure-  [2-n i t ro-S- rne thoxy-  
a n i l i d ]  und 10 ccm 4 n NaOH gab man unter heftigem Ruhren unter RucMuS 3.3 ccm 
D i m e t h y l s u l f a t  zu, anschliehnd weitere 7.9 ccm Dimethylsulfat in kleinen l'ortioncn 
und tropfenweisc 10 n NaOH, wobei daa Iteaktionsmedium stets alkalisch war. Naah 
dem letztcn Zusatz von Dimethylsulfat wurde noch 15 Min. gekocht, der krist. Niederschlag 
mit Waswr gewaschen und zweimal aus Athano1 umkristallisiert. Ausb. 10.7 g (77% 
d. Th.) gelblichcr feiner Nedeln vom Schmp. 143' (Kofler-Heizbank). 

C,,H,O,N,S (336.3) Ber. N 8.33 S 9.53 Gef. N 8.17 S 9.43 
iV-Methyl-2-nitro-5-methoxy-anilin: In  eine Mischung von 5 ccm Eiseasig 

und 11.6 ccrn konz. %SO4 d e n  10.54 g (0.031 Mol) p-Toluolsulfonsiiure-[N- 
met  h y 1 - 2 - n i t r o  - 5 - m e t  h o  x y  -an i l i  d ]  eingetragen, die Ikisung 2 SMn. auf 100" erhitzt 
und dann auf Eis gegossen. l?er ausgeschiedene gelbe, sehr feine Niederschlag wurde ab- 
filtriert, gewaschen und aus Athanol umkristallisiert. Meminggelh feine Schuppen vom 
Schmp. 116" (Kofler-Heizbank), Ausb. 4.6 g (81% d. Th.). 

C,H,,O,N, (182.2) Ber. N 15.37 Gef. N 15.42 
1-Methyl-6-hydroxy-benzimidazol: 728 mg (0.004 Mol) N-Mcthyl -2-n i t ro-  

5 - m e t  h o x y -an  i 1 in  wurden in kleincn Portionen unter gelegentlicher Kuhlung in ein Ge- 
misch von 1.42 g (0.012 Mol) geraspeltem Zinn und 4.5 ccrn konz. Sahsaure eingetmgen. 
Die Substanz liiste sich rasch unter Wiirmeentwicklung. Nach erfolgter Umsetzung 
wirrde 20 Min. auf 115 bis 125" erhitzt und daa Iteaktionsgemisch in 300 ccm GS-ge- 
sattigtes Wasser gegosscn. Nach Durchleiten von H,S wahrend einiger Stdn. und Stehen- 
lassen im verschlossenen GefaO uber Nacht wurde das braune Zinnsulfid abgesaugt und 
daa wasscrklare farblosc Filtrat i. Vak. unter Stickstoff bis zur Trockne eingeengt. Den 
farblosen krist. Ruckstand versetzte man mit 5 ccm Ameisensaure, kochte die %sung 
2.5 Stdn. unter RiickfluB und destiUierte die iiberschiiss. Ameisensiiure i. Vak. ab. Der 
rotbraunc olige Ruckstand erstarrte bald in Form feiner Nadeln. Die aus 1-Methyl -  
6-methoxy-benzimidazol  bestehende Substanz wurde ohne weitere Reinigung rnit 
12 ccm 6 n HCl in einem Bombenrohr 5 Stdn. auf 150' erhitzt, das Hydrolysat i. Vak. 
eingeengt und uber Natriumhydroxyd getrocknet. Den mtbraunen krist. Niedenchlag 
nahm man in a. 20ccm Waaser auf und chromatographierte durch eine Siule aus 
Dowex-50 (vorher gewaschen mit 6 n  HC1 und Wasser; Saulendurchm. 1.2 cm, Hohe 
10 cm). Nach Waschen mit Wasser wurde das 1-Methyl-6-hydroxy-benzimidazol 
in Form einer fast symmetrischen Elutiombande mit 2 n HC1 gewonnen (die rotbrauncn 
Vcrunreinigungen blieben in der Siule). Die Eluate wurdcn i. Vak. eingeengt, der leieht 
briunlich gefiirbte krist. Ruckstand in 50 ccm Wasser gelost und mit 8 ccm Amberlite 
IR-4B neutralisiert. Xach Aufkochen wurde der Austauscher abgetrennt und noch einige 
Male auf die gleiche Weise mit Wasscr extrahiert. Die vereinigten Extrakte engte man 
i. Vak. ein und kristallisierte den Ruckstand aus 30 ccm Wasser um. Ausb. 390 mg 
(66% d. Th.) farbloser bis einige cm langer Haare vom Schmp. 246-248' (Kofler-Heiz- 
niikroskop; ab ca. 180" bilden sich Sublimate feiner Spieh). 

C,H,0N2 (148.1) 

N a c h t r a g  (eingeg. am 22. Mai 1956): K. Folkers  und Mitar'o'o. (Privatmitteil.) 
konnten zeigen, daS das Nucleosid von Faktor III 5-Hydroxy-l-[a-~-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- 
schliebnde alkalische Hydrolyse gibt ein Monomethyl-o-phenylendiamin, daa durch Um- 
wandlung in 1 -Methyl-6-methoxy-benzimidaxol identifiziert wurde. 

Ber. C 64.88 H 6.44 N 18.92 Gef. C 64.89 H 5.43 N 18.90 


