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tur mit 1 ml (6 x10~* Mol) dtherischem Diazomethan versetzt. Die Zugabe des Diazomethans
erfolgt in Portionen zu je 0,1 ml, jeweils nach Entfirben der Atherschicht. Die Gasentwicklung
ist nach 1 Std. beendet. Nach Stehen iiber Nacht wird 3mal mit Ather ausgeschiittelt und die
wasserige Phase {iber Phosphat-Zellulose gereinigt. Die cyvanidhaltige Fraktion unterwirit man
nach Einengen im Vakuum auf 0,5 ml der Elektrophorese bei pH 6,5. Die Ausbeute an Faktor-
V,a-Methylester betragt 289, d. Th.

Die Umsetzung des gemischten Anhydrids aus Faktor V,, und Kohlensdure-monoéthylester
mit Methanol fiihrt zum gleichen Produkt in 729, Ausbeute.

Dicyanocobyvinsduve-abedeg-hexamid-i-(DL-2-hydvoxypropyl)-amid aus dem DMethylester von
Faktor V,,. Eine Losung von 0,4 mg Faktor-V, -Methylester (bei 50°/0,1 Torr iiber P,Og getrock-
net) in 1 ml abs. Dimethylformamid wird mit 1,5 mg pDL-1-Amino-2-propanol versetzt und 4 Tage
bei 25° stehengelassen. Nach Fillen mit Aceton/Diisopropyldther, Zentrifugieren und griind-
lichem Waschen mit Aceton 16st man den Niederschlag in Wasser und stellt daraus ein Kiesel-
gurprodukt!8) mittels Aceton/Ather her. Durch chromatographische Trennung an einer Zellu-
losepulver-Saule unter Verwendung von wassergesittigtem sec.-Butanol mit 19, Eisessig und
0,019, Blausdure als Entwickler erhidlt man das entstandene Amid in 99, Ausbeute. Die
Hauptmenge des Reaktionsproduktes besteht aus unverindertem Ausgangsester.

SUMMARY

The structure of factor V,, has been elucidated as cobyrinic acid abcdeg-hexamide.
The main proof consists in its conversion into factor B, effected by treating the mixed
anhydride from factor V,, and ethyl hydrogen carbonate with racemic and with
optically active 1-amino-2-propanol.
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Synthese von Dicyanocobyrinsdure-abcdeg-hexamid-f-
(DL-2-hydroxypropyl)-amid-dihydrogenphosphorsiureester
von K. Bernhauer!), F. Wagner!), Hw. Dellweg 2) und P. Zeller?)
(3. 111. 60)

Unter den inkompletten Vitamin-B,,-Faktoren beanspruchen jene, die noch einen
Teil der Nucleotid-Molekel besitzen, besonderes Interesse, weil sie offenbar Zwischen-
produkte der Biosynthese des Vitamins By, sind. Es handelt sich um die sogenannten
Faktoren C, die auf Grund ihres elektrophoretischen Verhaltens (neutral bzw. sauer
bei pH 2,7) sowie analytischer Untersuchungen Phosphorsdure enthalten. Der ein-
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fachste Vertreter dieser Gruppe ist der Phosphorsiureester I des Faktors B, der als
Naturprodukt erstmals in Nocardia rugosa?), dann auch in Propionibacterium sher-
manit aufgefunden wurde?).

Die Isolierung und Strukturermittlung des Faktors V%) gab uns die Méglichkeit,
Phosphorsidureester des Faktors B synthetisch herzustellen. In der vorliegenden
Mitteilung wird iiber die Darstellung und Charakterisierung des Dicyanocobyrin-
sdure -abcdeg - hexamid-f-(D1L-2-hydroxypropyl)-amid-dihydrogenphosphorsiureesters
berichtet.

Auf Grund der bei der Amidierung von Faktor V,, gemachten Erfahrungen
schien die Umsetzung des gemischten Anhydrids des Faktors V,, (II}) mit dem
Phosphorsdureester I117) des 1-Amino-2-propanols aussichtsreich. Um den nucleo-
philen Angriff der Aminogruppe an der Carboxylgruppe des Faktors V,, im ge-
mischten Anhydrid zu erméglichen, musste die Zwitterionenstruktur IV des Phos-
phorsiureesters durch Salzbildung aufgehoben werden. Die sekundiren Salze er-
wiesen sich infolge ihrer vélligen Unloslichkeit in organischen Lésungsmitteln, ein-
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schliesslich Pyridin und Dimethylformamid, als ungeeignet. Nach mannigfacher Ab-
wandlung der Reaktionsbedingungen fithrte die Verwendung des Mononatriumsalzes
in wisserigem Pyridin oder Tridthylamin zum Ziel. Bei Anwendung von ca. 2 Mol
2-Amino-1-methyl-dttyl-natriumhydrogenphosphat auf 1 Mol Faktor V,, und eines
Uberschusses an Chlorameisensiure-dthylester (bis zu 3 Mol) verlauft die Konden-
sation mit guter Ausbeute (85%). Ein grosserer Uberschuss an Aminkomponente
erhoht die Ausbeute nicht mehr.

Die Analyse des Kondensationsproduktes ergibt fiir das Verhiltnis Kobalt/
Aminopropanol/Phosphorsiure die Werte 0,99:1,045:1,06. Die Absorptionsspektren
des Dicyanocobyrinsiure-abcdeg-hexamid-f-(DL-2-hydroxypropyl)-amid-dihydrogen-
phosphorsiureesters bei pH 2,7 und im Bereich 6,2-8,0 (Phosphatpuffer nach
SORENSEN -+ 0,019, HCN) sind mit den entsprechenden der Faktoren V,, und B
identisch.

Das papierchromatographische Verhalten des synthetischen Faktors in ver-
schiedenen Entwicklersystemen ist aus der Tabelle ersichtlich. Mit den tblichen
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Entwicklern sind die Rf-Werte schlecht reproduzierbar, offenbar deshalb, weil in
diesen Losungsmittelgemischen keine definierte Dissoziationsstufe des Phosphat-
restes vorliegt. Mit den Entwicklern F und G dagegen, in denen das Dinatriumsalz
des Faktors vorlicgt, ist die Reproduzierbarkeit gut.

Papievchyvomatographisches Verhalten von Dicyanocobyrinsiure-abedeg-hexamid-
{-(DL-2-hydroxypropyl)-amid-dihydrogenphosphovsiureester

Relative Rf-Werte (Faktor B = 1)

A B C D E F ' G

0,345 0,185-0,22 0,43-0,53 0,29-0,31 0,135-0,15 | 1,22 ‘ 1,10

Aufsteigende Chromatographie an WHaTMaN-Papier Nr. 1, 18 Std. bei 22-23° mit folgen

den Entwicklern:

A = Wassergesittigtes sec.-Butanol, 0,01°%, HCN.

B = Wie A, gesattigt mit KC1O,.

C = 100 Tle. sec.-Butanol, 50 Tle. Wasser, 1 T1. Eisessig, 0,05 Tle. 10-proz. HCN-L&sung.

D = 100 Tle. sec.-Butanol, 36 Tle. Wasser, 14 Tle. 25-proz. NH,-Lésung, 0,05 Tle. 10-proz.
HCN-Losung.

E = Wassergesattigtes sec.-Butanol, 0,012, HCN, 0,59 Natrium-tetraphenylborat (Kalignost).

IF = 100 Tle. n-Butanol, 100 Tle. 10-proz. Natriumcarbounatlésung, 0,1 Tl. 10-proz. HCN-
Losung.

G = 100 Tle. Isoamylalkohol, 100 Tle. 5-proz. Dinatriumhydrogenphosphat-Lésung, 0,005°,
Kaliumcyanid.

Bei den letzten beiden Entwicklern wurden beide Phasen verwendet.

Elektrophoretisch verhilt sich der synthetische Faktor in Gegenwart von 0,019,
HCN bei pH 2,7 neutral, bei pH 6,2 einbasisch sauer und ab pH 7,5 zweibasisch sauer.
Gibt man einen Tropfen der Losung des FFaktors auf ein Filterpapier, so geht die
Farbe nach einiger Zeit, offenbar infolge Verlustes der Cyanogruppe, von Rot in
Gelb iiber. Aus dem elektrophoretischen Verhalten kann auf das Vorliegen folgender
Formen geschlossen werden:

CN CN CN
L. | |
~iColP ; —1Co ~[Co}
| 1 +eN@omo [ -H® |
H,0 T | ¥ CN
5 P/OH —CN® 4+ H,0 _OH +H? 0@
1709 109 108
0 0 0
pH 2,7 pH 6,2 pH > 17,5

In diesen Formeln steht {Co] fur die Struktur des Faktors B.

Diesc Verhiltnisse werden bestitigt durch die Ergebnisse der potentiometrischen
Titration (siche Fig.). Der Punkt A im Kurvenbild stellt das Mononatriumsalz, der
Punkt B das Dinatriumsalz dar. Der Halbtitrationswert zwischen A und B cnt-
spricht dem pK,-Wert = 6,86 der Substanz. Aus der Titration ergibt sich fiir das ein-
gesetzte Produkt eine Reinheit von 90,5%.



Volumen xvrin1, Fasciculus 111 (1960) ~ No. 95 7¢3

Die potentiometrische Titration wurde mit dem BeEckmanN-pH-Meter, Modell G, ausgefiihrt.
Die Messkette bestand aus einer Glaselektrode (Indikatorelektrode), KCI (Elektrolytbriicke) und
einer Kalomelelektrode. Die Elektrode wurde in dem Bereich von pH 2,7 bis 9,18 geeicht. Ein-
waage: 40,4 mg = 3,6 x 10~% Mol, gelsst in 20 ml bidest. Wasser, entsprechend einer 2,02 X 1073 m
Losung. Zur Titration wurde 1 N Natronlauge verwendet. Die Zugabe der Natronlauge erfolgte
mit einer Agla-Mikrometerspritze.

In einer Sdule mit Phosphatzellulose-Ioncnaustauscher trennt sich der syntheti-
sche Faktor bei der Elution mit Wasser in zwei etwa gleich starke, dicht aufeinander-
folgende, orangerote Zonen. Fingt man diese getrennt auf und chromatographiert
erneut an einer Phosphatzellulose-Siule, so erhidlt man mit beiden Fraktionen wieder
je zwel Zonen in anndhernd gleicher Menge. Offenbar handelt es sich dabei um die
Einstellung eines Dissoziationsgleichgewichtes des Faktors mit dem Austauscher,
denn elektrophoretisch verhalten sich beide Zonen villig identisch.
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Potentiometrische Titrvation von Dicyanocobyrinsdure-abedeg-hexamid-f-(DL-2-
hydroxypropyly-amid-dikydrogenphosphovsiuveestey

Im mikrobiologischen Test (Rohrchentest)®) mit E. cols 113-3 erwies sich Di-
cyanocobyrinsdure -abedeg - hexamid - f - (DL-2-hydroxypropyl)-amid-dihydrogenphos-
phorsiureester als ebenso aktiv wie der Grundkdrper ohne die Phosphorsduregruppe.

Experimentelles. — Dicyanocobyrinsdure-abedeg - hexamid-f-(pL-2- hydroxypropyl)-amid-di-
hydvogenphosphorsdureester. Aus 10~5 Mol Faktor V,, und 3 x 10~® Mol Chlorameisensdure-athyl-
ester wird das gemischte Anhydrid hergestellt®). Zum Reaktionsgemisch gibt man 2x10~% Mol
einer 1M wisserigen Ldsung von pL-2-Amino-l-methyl-dthyl-natriumhydrogenphosphat und an-
schliessend soviel Wasser zu, dass die gesamte Wassermenge 69, des Gesamtvolumens ausmacht.
Unter Riihren lisst man die Reaktionslgsung auf Raumtemperatur kommen und erwidrmt
schliesslich noch 2 Std. auf 30°. Der durch Zusatz von Aceton/Diisopropyldther in iiblicher
Weise erhaltene rote Niederschlag wird in abs. Methanol geldst, die Losung mit 1 N Essigsdure
auf pH 5 gebracht und im Vakuum bei Raumtemperatur eingeengt. Der in 5 ml Wasser auf-
genommene Riickstand wird an einer Sidule aus Phosphatzellulose chromatographiert. Dabei
liuft das Reaktionsprodukt bei der Elution mit Wasser in Form einer orangerot gefdrbten
Doppelzone rasch durch, wihrend ein kleiner Rest im oberen Teil der Siule zuriickbleibt. Nach
Verdampfen des Eluates im Vakuum wird der Riickstand iiber KOH und Magnesiumperchlorat
zur Trockne gebracht oder nach Aufnehmen in Methanol durch Zusatz von Aceton und Blausaure
ausgeflockt; Ausbeute 859%, d. Th.

CsoHqp30,,N3PCo Ber. Co 5,25  1-Amino-2-propanol 6,69  Phosphorsiure 8,73%,
(1122,15) Gef. ,, 5,20 " . 6,99 . 9,26%

8) Fiir die mikrobiologische Testung danken wir Frau Dipl. Chem. E. BECHER.
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SUMMARY

The mixed anhydride from factor V;, and ethyl hydrogen carbonate reacts with
DL-2-amino-1-methylethyl sodium hydrogen phosphate to give the phosphoric acid
monoester of factor B (containing racemic 1-amino-2-propanol). Compounds of this
type are believed to be intermediates in the biosynthesis of cobalamines.
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Partialsynthese von Vitamin B,,
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Vitamin B,, kann synthetisch aus Faktor V,, dessen Struktur als die des Cobyrin-
sdure-abcdeg-hexamids®) bewiesen wurde?), gewonnen werden. Das verwendete Syn-
theseschema erlaubt auch den Aufbau neuartiger, unnatiirlicher Analoga des Vit-
amins B,,, in denen D-1-Amino-2-propanol durch andere Aminoalkohole ersetzt ist.
Die SchluBstufe besteht in der Kondensation von I mit ITa oder Analoga desselben.

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