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Propionibacterium shermanii bildet in Gegenwart von Kobalt und 5(6)-Methyl-

benzimidazol iiberwiegend das 5-Methyl-benzimidazol-cobalamin-Analogon

und daneben wenig von dem stellungsisomeren 6-Methyl-benzimidazol-

cobalamin-Analogon. Die Struktur der beiden ,,Cobalamine‘* ergibt sich aus

ihrem hydrolytischen Abbau zu den Nucleotiden und vor allem aus der Spaltung
ihrer N-3-Methylderivate zu 1.5- bzw. 1.6-Dimethyl-benzimidazol.

Unter den natiirlichen sowie biosynthetisch hergestellten ,,Benzimidazol-cobalami-
nen* gibt es eine Anzahl solcher, deren Benzimidazolanteil unsymmetrisch ist.
Als Schulbeispiel dieser Gruppe von ,,Cobalaminen‘ kann der Faktor II12) gelten,
der bisher am eingehendsten untersucht und als 5-Hydroxy-benzimidazol-cobalamin-
Analogon erkannt worden ist3~7,

Die Frage, in welcher Weise andere unsymmetrische Benzimidazole in den Nucleo-
tidanteil von Cobalamin-Analoga eingebaut werden moégen, wurde bisher nicht
untersucht. Aus theoretischen Uberlegungen konnte allerdings erwartet werden, daB
5(6)-monosubstituierte Benzimidazolderivate zur Bildung von zwei stellungsisomeren
Cobalamin-Analoga AnlaB geben mogen8),

Wir priiften diese Frage am Beispiel des 5(6)-Methyl-benzimidazol-cobalamin-
Analogons, das dem Vitamin B;, am nichsten verwandt ist und daher am wichtigsten
erschien. Dieses ,,Cobalamin‘ wurde bereits in mehreren Laboratorien auf biosynthe-
tischem Weg hergestellt9-12) und in krist. Form isoliert!1.12), Der Einbau der Base
wurde durch Abbau erwiesen!l.12), die Stellung der Methylgruppe blieb aber offen.

Zur Kliarung der aufgeworfenen Frage wurden die in einem groferen Giransatz®
mit Propionibacterium shermanii unter Zusatz von 5(6)-Methyl-benzimidazol entstan-
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denen Bis-Arten als Kieselgur-Priparat*. 13) wie iiblich der Cellulose-Sdulenchro-
matographie 14 unterworfen. Nach der schwachen Vitamin B;;-Zone (R =0,204) erhielt
man zwei Fraktionen (I, schwache Zone, R = 0,17; 1], starke Zone, R = 0,143), aus
denen die Stoffe I und II kristallisiert gewonnen wurden.

I und II sind gegeniiber E. coli 113 3 und L. leichmanii 313 aktiv und verhalten sich
elektro;horetisch neutral.

Im UV-Spektrum unterscheidet sich Il nicht vom Vitamin B;,; in I liegt jedoch
die;Schleife (in der Monocyanoform), bzw. die schwache Bande (in der Dicyanoform)
nicht bei 288 mu (wie bei 11 und bei Vitamin By,), sondern bei 284 my.. Die Schleifen
bzw. Maxima bei 284 1 und 288 m.. entsprechen den Banden der Nucleotide in
alkalischem Milieu (s. Tab. auf S. 1670).

Die Struktur von I und II wurde mit Hilfe der gleichen Methode aufgeklirt, die
sich bei der Konstitionsermittlung des Faktors III bewéhrt hatte4. 5,

Das betreffende Cobalamin-Analogon wird in schwach alkalischem wéfrigem Medium in
Gegenwart eines groBen Uberschusses an Cyanid (also unter Bedingungen, unter denen die
Bindung zwischen dem Kobaltatom und dem Benzimidazolring geldst ist) am zuckerfreien
N-Atom des Benzimidazolringes mit Dimethylsulfat methyliert. Die Struktur der aus dem
methylierten Cobalamin-Analogon isalicrten Base ergibt eindeutig die Stellung des 5- bzw.
6-Substituenten und des Zuckerrestes am Benzimidazolring im nativen ,,Cobalamin‘‘-Molekiil.
Eine brauchbare, jedoch nicht so eindeutige Methode zur Strukturaufklarung der 5(6)-sub-
stituierten Benzimidazol-cobalamin-Analoga ist die Isolierung und spektroskopisch¢ Unter-
suchung der betreffenden Nucleotide (die bei der Hydrolyse der ,,Cobalamine** mit konz.
Salzsiure oder 70-proz. Perchlorsiure bei Zimmertemperatur entstehen und unter diesen
Bedingungen véllig stabil sind)!5), verbunden mit der Isolierung und Identifizierung der
zugrunde liegenden Basen. Da der Zuckerphosphat-Rest einen dhnlichen EinfluB auf das UV-
Absorptionsspektrum der Benzimidazole ausiibt wie die Methylgruppe, ist bereits aus dem
UV-Spektrum des Nucleotides die Stellung des 5(6)-Substituenten in Bezug auf die Position
des Zuckerrestes recht klar ersichtlich.

Das Ergebnis der Anwendung dieser Methoden auf die Cobalamin-Analoga I und 11
geht aus folgender Ubersicht hervor:

Perchlorsaure Nucleotid von I 6 n HCI, 150°
—

————> + Faktor B _— 5(6)-Methyl-benzimidazol

|

I

| Dimethylsulfat N-3-Methyl- 64 HCL 150°  1.5-Dimethyl-benzimidazol
+ Cyanid derivat von 1 + Abbauprod. v. Faktor B

Perchlorsd i 61 HCI, 150° _

| o, Nudeot vor Il 2n e 2, 5(6)-Methyl-benzimidazol

IT

I Dimethylsulfat N-3-Methyl- 67 HCL 150°  1.6-Dimethyl-benzimidazol
+ Cyanid derivat von II -+ Abbauprod. v. Faktor B

*) Die Chromatographie sowie die weitere Reinigung bis zur Kristallisation wurde von
Frl. Dipl.-Chem. G. Gross und Frl. CHrisTA ERHART ausgefiihrt.
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14) W, FriEprICH und K. BERNHAUER, Z. Naturforsch. 10b, 6 [1955].
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Die Nucleotide von 1 (Abbild. a) bzw. II (Abbild. b) dhneln in ihren UV-Absorp-
tionsspektren dem 1.6-Dimethyl-benzimidazol*-1® bzw. dem 1.5-Dimethyl-benzi-
midazoll6 (s. Tab.). Diese Befunde, zusammengenommen, sprechen fiir die unten
stehenden Strukturformeln der beiden Cobalamin-Analoga.

CN CN
[\l ] \l /
Co
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NS N
. r \‘/\7} AN / |
HO™ 4 T CH;
\Ribose RlbOSC
1. 6-Methyl-benzimidazol- 1. 5-Methyl-benzimidazol-
cobalamin-Analogon cobalamin-Analogon

Durch diese Befunde wurde die Erwartung, daB 5(6)-substituierte Benzimidazole
zur Bildung von zwei isomeren ,,Cobalaminen‘* Anlal geben kénnen, im Prinzip er-
fullt,

Die Frage, warum das 5-substituierte Isomerc so sehr bevorzugt entsteht (Ica.4 9, I1¢ca.96 %),
kann noch nicht eindeutig beantwortet werden, wenn auch bereits die Methylierung von 5(6)-
Methyl-benzimidazol gewisse Hinweise liefert. Nach M. A. PurLLies!? wird 5(6)-Methyl-benz-
imidazol in neutralen Medien mit Hilfe von Dimethylsulfat zu 1.6- und 1.5-Dimethyl-benzimid-
azol im Verhiltnis 10: | methyliert. Bei Benzimidazolen mit stirker polaren 5(6)-Substituenten
(wie z. B. mit einer Nitrogruppe) verlduft die Methylierung unter gleichen Bedingungen noch
mehr zugunsten der 1.6-Derivate. Wenn man nun annimmt, daB a) im Endstadium der Biosyn-
these von ,,Cobalaminen** zunichst die freie Benzimidazol-Komponente am Kobalt-Atom des
Faktors B gebunden und dann erst glykosidiert wird und daB b) bei der Bindung eines 5(6)-
substituierten Benzimidazols an Kobalt die 1.6-Substitution iiberwiegt, so mull vorzugsweise
ein 1.5-substituiertes ,,Benzimidazol-cobalamin* resultiecren. Wenn die Forderungen a) und
b) erfiillt sind, so kann erwartet werden, daB bei Verwendung eines Benzimidazols, das an
der 5(6)-Stelle eine polare Gruppe (z. B. —OH, —NO,) trigt, noch weniger von dem 6-sub-
stituierten Benzimidazol-cobalamin-Analogon gebildet wird, als dies bei Verwendung von
5(6)-Methyl-benzimidazo! der Fall ist.

Falls die Forderung a) (s. oben) erfiillt ist, so miiBte sie auch fir die ,,Purin-cobalamine*
gelten, die als 7-Riboside anzusehen sind18). Man kann sich nun nicht gut vorstellen, daB ein
Enzym die Bildung eines 7-Ribosides des Adenins férdert und die 9-Stelle fiir die notwendige
Bindung an Kobalt frei 14B8t, wenn in der Natur sonst nur 9-Riboside der Purine gebildet
werden. Das Zustandekommen der 7-glykosidischen Bindung erscheint aber sofort erklirlich,
wenn man annimmt, daB zunichst das N-9-Atom des Adenin-Molekiils am Kobalt-Atom ge-
bunden und dann erst das iibrigbleibende N-7-Atom mit der Ribose glykosidisca verkniipft
wird.

*) Fir die Ubermittlung der UV-Absorptionskurven des [.6-Dimethyl-benzimidazols
haben wir Herrn Dr. G. H. BEaveN, England, zu danken.

16) G. H. Beaven, E. R, HoLipay und E. A. JounsoN, Spectrochim. Acta {London] 4
338 [1951]). IT J. chem. Soc. [London] 1931, 1143.

18) W. FrieDRICH und K. BERNHAUER, Angew. Chem. 68, 580 [1956}; Chem. Ber. 89, 2507
[1956]; 90, 465, 1966 [1957]; D. C. HoDKIN, s, dazu Biochem. Society Symposia No. 13 ,,The
Biochemistry of Vitamin B;,**, Cambridge, University Press 1955, S. 28, FuBnote.
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Bemerkenswert ist der EinfluB des Substituenten in der 5- bzw. 6-Stellung auf die
chromatographische Beweglichkeit des betreffenden VitaminBj;-Faktors. In 1 ist
die Methylgruppe infolge der groSeren Entfernung vom Co-haltigen Grundkomplex
weniger ,,maskiert‘ durch die Seitenketten des Molekiils als in II. I ist infolgedessen
hydrophober und wandert im System Cellulose/wasserhaltiges Butanol rascher als II.

Die Gewinnung der beiden stellungsisomeren Cobalamin-Analoga erscheint u. a.
auch dehalb von Interesse, da nun die Aussicht besteht, durch eingehende Priifung
ihrer biologischen Wirkung die Aufklirung der biochemischen Funktion der beiden in
5- und 6-Stellung befindlichen Methylgruppen im Benzimidazol- Anteil des Vitamin By,-
Molekiils anzubahnen.

BESCHREIBUNG DER VERSUCHE

Gewinnung der Methylbenzimidazol-cobalamin-Analoga | und II aus Propionibacterium
shermanii: Die in einem G#ransatz 12,19 mit 85 / Girmedium unter Zusatz von 2 mg% 5(6)-
Methyl-benzimidazol gebildete Bakterienmasse wurde abzentrifugiert, in 5 / Wasser, enthal-
tend ca. 0.01 9%, NaCN, suspendiert und 10 Min. auf 110° erhitzt. Das durch Zentrifugieren ge-
wonnene klare Zentrifugat wurde mit | % Aktivkohle verriihrt, das Adsorbat abgetrennt und
mit Isopropylalkohol/Wasser/Benzol (70:25:5 Vol.) in der Siedehitze eluiert. Das Eluat
wurde i. Vak. eingeengt, das darin enthaltene Gemisch von Bj;-Faktoren mit Phenol/
o-Dichlerbenzol extrahiert und nach Uberfithrung in die wiBr. Phase!3 und Einengen auf ein
kleines Volumen in Kieselgur aufgenommen. Das getrocknete Kieselgur-Praparat chromato-
graphierte man in einer Cellulosepulver-Sdule (Linterspulver Nr. 124 der Fa. Schleicher
& Schiill; Siaule 5 x 23 cm, Entwickler wassergesittigtes n-Butanol, enthaltend 0.001 %,
HCN). Die etwas langsamer als Vitamin B, laufenden Zonen von I und If waren von den
ilbrigen, meist violetten Zonen wie auch von Vitamin By, recht gut getrennt. I und Il gewann
man in mehreren Fraktionen, die dann in kleineren Cellulosepulver-Siulen (2 x 30 cm)
unter Verwendung des gleichen Entwicklers getrennt chromatographiert wurden. Nach Zer-
schneiden der Sdulen, Vereinigen der zusammengehdrenden Fraktionen, Extraktion der By,-
Arten mit Wasser, Reinigung durch Phenol-Extraktion, Uberfiihren in Wasser und Kristalli-
sation aus wiBr. Aceton erhielt man 7 (8 mg) und I/ (227 mg) in feinen roten Nadeln.

Hydrolytische Spaltung des 6-Merlyl-benzimidazol-cobalamin-Analogons (1) zu Faktor B
und Nucleotid sowie des letzteren zu 5(6)-Methyl-benzimidazol: Eine Losung von 2.2 mg I
(enthaltend ca. 10%; Wasser) in 0.1 ccm 70-proz. Perchlorsidure wurde 4 Stdn. bei 20° stehen
gelassen. Die Lésung wurde dann mit 2.4 ccm 0.5 n KOH bis zur schwach alkalischen Reaktion
versetzt. Nach dem Abtrennen von Kaliumperchlorat lieB man die orangerote Lésung durch
eine Siule (0.65 X 17 cm) aus Amberlite XE-64-H laufen. Beim Waschen der Sdule mit
Woasser blieb der rote Farbstoff in den oberen 4 cm der Sédule adsorbiert, wahrend ein klares
farbloses Eluat durchlief.

Durch Zerschneiden der Sdule, Aufschwemmen des rot gefirbten Anteils in einigen ccm
Wasser, Zusatz von etwas verd. wilBriger Ammoniaklosung bis zur schwach alkalischen
Reaktion und Filtrieren erhielt man eine wiBrige Lésung des Faktors B, der in iiblicher Weise
durch Papierchromatographie und Papierelektrophorese identifiziert wurde.

Die ersten 12 ccm des Eluats (s. oben) enthielten Perchlorsidure, die weiteren 15 ccm das
Nucleotid, das spektrophotometrisch sowie durch Phosphat-Bestimmung nachgewiesen

19) K. BERNHAUER, E. BECHER, G. GRoss und G. WILHARM, in Vorbereitung.
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wurde. Zur weiteren Reinigung lieB8 man die Ldsung des Nucleotides durch eine Siule
(0.4 x 3 cm) aus Dowex-2-Formiat laufen. Nach dem Waschen der Siule mit einigen ccm
Wasser eluierte man das Nucleotid mit 0.1 # HC! und trocknete die Eluate i. Vak. iiber Atz-
natron. Die Chromatographie liber Dowex-2 dnderte das UV-Absorptionsspektrum des
Nucleotides nicht. ’

Das in 1 ccm 6 n HCI geloste Nucleotid erhitzte man im zugeschmolzenen Glasrohr
4 Stdn. auf 150° und lieB das iiber Atznatron getrocknete Hydrolysat nach dem Aufnehmen
in einigen ccm Wasser durch eine Sdule (0.3 X 1 cm) aus Dowex-50-H laufen. Nach dem
Waschen der Sdule mit einigen ccm Wasser eluierte man das 5(6)-Methyl-benzimidazo! mit
2 n HCI. Austeute gemiB der spektrophotometrischen Bestimmung 0.13 mg (ca. 659 d. Th.).
Rs-Wert im Entwickler n-Butanol/Eisessig/Wasser 0.66, in Ubereinstimmung mit dem eines
authent. Priparates.

Hydrolytische Spaltung des 5-Methyl-benzimidazol-cobalamin-Analogons (1) zu Faktor B
und Nucleotid sowie des letzteren zu 5(6)-Methyl-benzimidazol: Eine Losung von 50 mg I1
(enthaltend ca. 10%, Wasser) in 2.5 ccm konz. Salzsiure wurde 16 Stdn. bei 20° stehen ge-
lassen und sodann i. Vak. iiber Atznatron getrocknet. Der Rilckstand wurde in 2 ccm Wasser
geldst und iiber eine Sdulc (1.3 X 28 cm) aus Amberlite XE-64-H chromatographiert. Der
beim Entwickeln mit Wasser in den oberen 7 cm der Siule adsorbierte rote Farbstoff wurde
in der oben beschricbenen Weise gewonnen und als Faktor B identifiziert. Die ersten 40 ccm
des klaren Eluates enthielten etwas Salzsiure, die weiteren 37 ccm bestanden aus reinem
Wasser und die darauf folgenden ca. 100 ccm aus einer wiBrigen Losung des Nucleotides.
Dasselbe wurde in der gleichen Weise, wie oben beschrieben, nachgewiesen und zu 5(6)-
Methyl-benzimidazol abgebaut. Ausbeute 2.8 mg (ca. 629 d. Th.), Rs-Wert wie oben.

Methylierung des 6- Methyl-benzimidazol-cobalamin-Analogons (I) und Abbaudes N-3- Methyl-
derivates zu 1.5-Dimethyl-benzimidazol: Eine Losung von 2.4 mg I in 10 ccm Wasser wurde
mit 3 g NaHCO; und 40 mg KCN versetzt und bei 37° lebhaft geriihrt, wobei man alle 15 Min.
0.1 ccm Dimethylsulfat hinzufiigte (insgesamt 1.2 ccm). Das Reaktionsgemisch wurde dann
mit 4 ccm 80-proz. wiBriger Phenollésung versetzt und | Stde. stehen gelassen. Das N-3-
Methylderivat von [ wurde in {iblicher Weise isoliert¢). Es erwies sich als einheitlich, wanderte
elektrophoretisch bei pu 2.7 gegen die Kathode etwas langsamer als Faktor B (Rgaktor B =
0.85, orange gefirbt) und erwies sich bei pu 7.2 als neutral. Im Papierchromatogramm mit
wassergeséttigtem sek. Butanol (+ etwas HCN) als Entwickler lief die Substanz als violetter
Fleck zwischen Vitamin By; und Faktor B.

Das N-3-Methylderivat von [ wurde in 0.7 ccm 6 7 HCI geldst und im zugeschmolzenen Glas-
rohr 5 Stdn. auf 150° erhitzt. Das i. Vak. {iber Atznatron getrocknete Hydrolysat nahm man
in 1.0 ccm Wasser auf und lieB es durch eine Séule (0.6 x 5 cm) aus Dowex-2-Formiat laufen.
Beim Nachwaschen mit Wasser blieben die schwarzbraunen Verunreinigungen im oberen
Teil der Siaule haften, wihrend das farblose Eluat in den ersten 10 ccm praktisch das gesamte
Reaktionsprodukt enthielt. Das Eluat wurde ohne vorheriges Einengen liber eine Saule
(0.6 x 1.2 cm) aus Dowex-50-H chromatographiert. Nach dem Waschen mit etwas Wasser
eluierte man die Substanz mit 2 n HCI, engte das klare Eluat (ca. 40 ccm) i. Vak. ein und
trocknete ilber Atznatron. Der Riickstand erwies sich als reines 1.5-Dimethyl-benzimidazol,
gemiB der spektrophotometrischen Bestimmung in einer Ausbeute von 0.16 mg (ca. 80%,
d. Th.). ’

Methylierung des 5-Methyl-benzimidazol-cobalamin-Analogons (11) und Abbau des N-3-
Methylderivates zu 1.6-Dimethyl-benzimidazol: Eine Lésung von 50 mg 11 in 250 ccm Wasser
wurde mit 63 g NaHCO3; und 1.2 g KCN versetzt und bei 37° lebhaft gerithrt. Alle 15 Min.
setzte man 1.8 ccm Dimethyisulfat zu (insgesamt 24 ccm). Nach beendeter Reaktion fiigte man
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100 ccm 80-proz. wiBrige Phenollésung und 150 ccm Wasser zu und extrahierte das Re-
aktionsprodukt in {iblicher Weise. Da die papierchromatographische und elektrophoretische
Priifung zeigte, daB die Umsetzung unvollstindig war, wurde der nicht umgesetzte Anteil von
II (ca. 15%) elektrophoretisch auf einem dicken Karton (Schleicher & Schiill, Nr. 2230) bei
pn 2.7 als neutrale rote Zone abgetrennt. Das N-3-Methylderivat von II, das papierchromato-
graphisch und elektrophoretisch dem N-3-Methylderivat von I sehr dhnelt, wanderte dabei zur
Kathode als orangerote Bande, erwies sich nun als véllig einheitlich und wurde ebenso wie
oben beschrieben mit 6 n HCl abgebaut. Die mit Hilfe von Dowex-2-Formiat sowie Dowex-50

gereinigte Base erwies sich als 1.6-Dimethyl-benzimidazol. Ausbeute (spektrophotometrisch
bestimmt) 3.1 mg (ca. 70% d. Th.).
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UV-Absorptionsspektren des Nucleotides aus I (a), des Nucleotides aus II (b), der Base aus
N-3-methyliertem I (¢), der Base aus N-3-methyliertem II (d) sowie der Base aus I und 11 (e)
in Wasser bei px 1.0 ( Jund pu 12.0 (— — —)

Spektraldaten der aus I und II isolierten Nucleotide und Basen (in Wasser; A in my)

Sub pual0 pu 12.0

ubstanz Abs.-Max. Abs.-Min. Abs.-Max Abs.-Min.
Nucleotid aus I 281.8 275 232 284 277.5 248 265 229
Base aus N-3-methyliert. II 281.8 275 229 284 277.5 256 265 229
1.6-Dimethyl-benzimidazoll6)  281.6 275 229 283.8 277.3 256 265 229
Nucleotid aus II 282 275 231.5 288 280 247.5 266.5 228.5
Base aus N-3-methyliert. | 282 275 229.5 288 280 249.5 266.5 228
1.5-Dimethyl-benzimidazol1®  281.8 275 228.5 287.9 280 249.5  266.5 221.5
Base aus I und I1 280 2735 229.5 282 276 244.5  260.5 226.5
5(6)-Methyl-benzimidazol16 279.9 273.2 229 282 276 244.5 260.5 226





