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XAD-2

H. VOGELMANN uxp I, WAGNER
Gesellschaft fiiv Molehularbiologische Forschung mbH, 3301 Stdckheim bei Braunschweig (13.1R.01.)

(Eingegangen am 25, Juli 1972; geiinderte Fassung am G, Oktober 1972)

SUMMARY

Separation of corvinoids by elution chromalograply on colwmns of the non-polar ad-
sorbent Amberiite XAD-2

Corrinoids are separated by clution chromatography on columns of the non-
polar adsorbent Amberlite XAD-2 (50 to 100 u) with high selectivity. The corrinoids
are strongly adsorbed from aqueous solutions by hydrophobic intermolecular forces.
After elution of inorganic substances and hydrophilic organic substances with water,
the corrinoids are eluted with 3 to 20 vol9, {ezt.-butanol or other solvent mixtures,
The R-values increase with the hydrophilic properties and the concentration of the
solvent and decrease with the hydrophobic properties of the corrinoids. The selec-
tivity is nearly independent of the nature of the solvent, but is highest at low R-
values. The chromatographic behaviour of fifty different corrinoids, including rhodib-
amides and hydrogenobamides, the influence of the C-8, C-10 and C-13 substituents,
the axial ligands and the nucleotide are discussed in detail.

EINLEITUNG

Die priparative Auftrennung neutraler Corrinoide wurde seither {iblicherweise
durch Verteilungschromatographie an Cellulose (Siulen oder Papier) durchgefiihrt
(siehe dazu Literaturangaben in Lit. 1), deren Anwendung jedoch umstindlich und
begrenzt ist. Es fehlte eine einfache, méglichst universell anwendbare Methode, éhn-
lich der Auftrennung basischer und saurer Corrinoide durch Ionenaustauschchromato-
graphie an Celluloseaustauschern, wie wir z.B. fiir Corrinoidcarbonsiiure-Isomere in
einer fritheren Mitteilung? berichteten. Die Anwendung des unpolaren Adsorptions-
materials Amberlite XAD-2 (Rohm & Haas Company, Philadelphia, Pa.) fithrt zu
einer sehr selektiven elutionschromatographischen Methode zur priiparativen Auf-
trennung von neutralen, sauren und basischen Corrinciden durch Siulenchromato-
graphie.
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METHODIK UND MATERIALIEN

Die Corrinoide wurden nach bereits beschriebenen Methoden dargestellt (siche
dazu Lit. 1 und 3 und Literaturangaben in den Tabellen), Cyanocobalamin, Aquo-
cobalamin und Co-g’-Desoxyadenosyl-cobalamin wurden von Glaxo Laboratories
Ltd., Greenford, Great Britain, bezogen. Die quantitative Bestimmung der Corrinoide
erfolgte spektroskopisch in der Dicyaneform. Die Bezeichnung der Corrinoide erfolgt
nach Lit. 4: die Kurzbezeichnungen fiir Corrinoidcarbonsiiure-Isomere sind in Lit, 2
nither beschrieben (siche dazu IFig, 1).
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Fig, 1. Nomenklatur der Corrinoide (Beispicle). Cobyrinsiture: IL = CHg-COOU, PP = CHy CHy~
COOH; Aquocyanocobyrsiiure (Ligandenisomeres o) wie zuvor, aber Ty = ~OHMy, 1, = ~CN;
Cobinsiture: wic Cobyrinsiture, aber 2 in f = -CHy CHy NF -CHg CH(OH)-CHg; Cobinamid:
17 in f wic bei Cobinsiture, P in b o und ¢ ClHy CHy-CONHy, 12 = ~CH-CONHg; Cobamid: wic
Cobinamid, aber 17 in f = —CH,~CH~CHg CO-NH :CHy  CH(CH,)-O-PPO(OH)-0-3'-Ribofura-
nose; Cobamsiture: wie Cobyrinsiiure, aber I? in f wie bei Cobamid; Cobalamin: «-(5,6-Dimethyl-
benzimidazolyl)-cobamid (Ly = N-3 von 5,0-Dimethylbenzimidazol, Cobalamin ist cin nucleo-
tidhaltiges Corrinoid, Als nucleotidfreie Corrinoide werden die obengenannten Corrinoide be-
zeichnet); Co-5'-Desoxyadenosyl-cobalamin: wie Cobalamin, aber 1., = 5’-Duesoxyadenosyl.

Amberlite XAD-2, im folgenden als XAD-2 bezeichnet, wurde in den Korn-
grissen 0.3 bis 1.0 mm, 100 bis 200 g, 50 bis 100 & und 20 bis 40 u von der Ta. Serva,

intwicklungslabor, Heidelberg, B.R.D., bezogen.

Vor Gebrauch wird XAD-2 in destilliecrtem Wasser aufgeschliimmt und auf
ciner Nutsche mit Wasser und anschliessend mit Acceton gewaschen, Nach Trocknen
bei 8o° wird die Korngrosse 50 bis 100 g nochmals gesiebt, wobei die Korngrisse 30
bis 50 g erhalten wird (Anteil 20 bis 309). Zum Herstellen des Siiulenbettes wird
cine wissrige Suspension (ca. 30%, G/V) verwendet. Simtliche Elutionsmittel
(p-A.) werden entgast, Vor Gebrauch wird die Siule wie folgt gewaschen: 1 Bettvo-
lumen entgastes Wasser, 1 Bettvolumen Wasser-fezt.-Butanol-Essigsiiure (30:50:2),
1 Bettvolumen Wasser (Durchflussrate bis 2 cm/min, entsprechend 2 ml/min-cm®).
Die Corrinoide werden in wiissriger Lésung aufgetragen; nach Elution mit 0.5 bis 3
Bettvolumen entgastem Wasser (IZlution anorganischer Salze) werden die Corrinoide
selektiv mit Wasser—fers.-Butanol mit Zusiéitzen an Phosphatpuffer, IZssigsiiure, Blau-
siure ete. eluiert (Durchflussrate 0.1 bis 0.3 cm/min), Zur Regeneration des Siulen-
bettes genligt es im allgemcinen, mit Wasser~feri.-Butanol-Essigsiiure (50:50:2) zu
waschen. Stark adsorbierte Substanzen biologischer Herkunft werden mit Methanol-
Dichlormethan (1:1) oder o.1 M Kaliumhydroxid in Methanol desorbiert,
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Zur Bestimmung des chromatographischen Laufverhaltens der Corrinoide
wurden in der Regel mehrere verwandte Corrinoide (je 0.1 bis 1 mg) und eine Stan-
dardsubstanz an derselben Sdule (Whatman PC 1520) chromatographiert. Der Auf-
trag auf das mit cinem Papierfilter abgedeckte Siulenbett (1.5 X 10 cm) erfolgte als
Lésung in entgastem Wasser, in der Regel mit denselben Zusitzen wic im Eluent,
Die longitudinale Breite der Auftragszone ist vom Auftragsvolumen (0.3 bis 3 ml)
praktisch unabhiingig, wenn das Shulenbett in Wasser aufgeschlimmt ist, Nach
Waschen mit 8 ml entgastem Wasser (entsprechend 5 em Séulenlinge) wird bei kon-
stanter Durchflussrate von ca. 0.1 cm/min (entsprechend o.r ml/min-cm?) mit den
angegebenen Eluenten bei Raumtemperatur entwickelt. Die R-Werte werden in der
Regel durch Positionsindikation (s.u.) ermittelt. Bei R-Werten tiber 0.7 ergibt das
beschriebene Verfahren ungenaue Werte, weshalb das Sdulenbett vor Auftrag mit
Eluent dquilibriert wird. Ausserdem wird das Auftragsvolumen auf < o.1 ml redu-
ziert und anschliessend sofort entwickelt.

Dic Positionsindikation hat bei niedrigen R-Werten gegeniiber der Lluatindi-
kation den Vorteil des geringeren Zeitbedarfs und apparativen Aufwands. Die Be-
stimmung der R-Werte durch Positionsindikation erfolgte nach folgender Gleichung

R = Wanderungsgeschwindigkeit der Substanz in cm/min
Durchflussrate in cm/min (ml/min-cm?)

Dics entspricht dem Verhiiltnis der Wegstrecke der farbigen Substanzzonen
(Zonenmitte) am Siulenbett und dem Absinken des Flissigkeitsspiegels im adsor-
benzfreien Teil der Siule, Beide Verfahren wurden zur Bestimmung angewancdt, doch
sei darauf hingewiesen, dass der so definierte R-Wert dem Verhiltnis von Siulenbett-
volumen 7, und Elutionsvolumen V' entspricht. Zur Diskussion der Selektivitiit ist
es w.a. zweckmiissig, das relative Laufverhalten einer Substanz zu einer Standard-
substanz durch R,-Werte auszudriicken:

R Wanderungsstrecke der Substanz
R, =
T Wanderungsstrecke der Standardsubstanz

Dic Bestimmung der Wanderungsstrecken konnte durch den geringen Sub-
stanzauftrag sehr genau aus der gemittelten longitudinalen Breite der symmetrischen
Substanzzonen durchgefithrt werden. Die kleinste Strecke, die zur Auswertung heran-
gezogen wurde, betrug 2 cm, so dass dic Ablescgenauigkeit + 5%, nicht {iberstieg.

ERGEBNISSE

Adsorptionscigenschafien von Amberlite NAD-2

Amberlite NAD-2 ist ein Styrol-divinylbenzol-Copolymer. Es adsorbiert Sub-
stanzen, wic Phenol oder Fettsiuren, durch ihre unpolaren Strukturanteile vor allem
durch Van-der-Waals-Kréfte mit der unpolaren Matrix, siche dazu Lit. 5 und Lite-
raturangaben in Lit. 6. Dic Adsorption ist desto stéirker, je polarer das Losungsmittel
ist, also sehr stark aus Wasser, noch stiirker aus Elektrolytlosungen (z.B. 10% G/V
NaCl). Organische Lésungsmittel verdringen durch ihren unpolaren Strukturanteil
dic Substanzen vom Adsorbent. Methanol desorbiert in der Regel vollstiindig®. Die
Adsorptionsgleichgewichte hiingen sehr stark von der Anzahl und Art der in der Sub-
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iz enthaltenen polaren und unpolaren Gruppen ab., Phenol wird aus wiissriger
I dsung vol]sti 1dig adsorbiert, nicht hingegen Natriumphenolat., Stark unpolare

Substanzen wie f- Cdrotm' ader Cholesterin und andere Steroide werden auch noch
aus Methanol fest adsorbiert und erst nach Zusatz von Dichlormethan selektiv desor-
biert™®, IFiir dic Auftrennung der Corrinoide vor allem aus biologischem Material
kommt zustatten, dass KKohlehydrate, Aminosiiuren, Peptide und viele Proteine®™*
an Amberlite NAD-2 oder XAD-1? aus wiissriger Lidsung nur scehr schwach oder
tiberhaupt nicht gebunden werden,

Dic neutralen Corrinoide wie Cyanocobalamin oder Dicyvanocobinamicd werden
an Amberlite XAD-2 (50 bis 100 y) aus wiissrigen anorganischen Elektrolytlosungen
(SH#uren, Basen, Salze) unabhiingig vom pH-Wert fest adsorbiert, Zbenso werden die
Corrinoide aus wissrigen Losungen (59, G/V) folgender organischer Stoffe adsor-
biert: Carbonsiiuren (z.B. Essigsiiure, Apfelsiiure, Citronensiiure und ihren Salzen),
aus Losungen von Kohlenhydraten (2.B. Glucose, Mannit, I'ructose, Saccharose), aus
Losungen von Aminosituren und Proteinen (Albumin, Saccharase), sowic auch aus
komplex zusammengesetzten Losungen, wie z.B. Hefeextrakt oder Melasse. Nach
Elution der zmorganis‘chcn Elektrolyte und organischen Stoffe mit Wasser lassen sich
die Corrinoide mit cinem Grg_d_mnfnn Wasser—feri -Butanol selektiv nach ihren Strulk-
turmerkmalen ecluieren. Mit Wasser-lest.-Butanol-Eisessig (50:50:2) werden siimt-
liche Corrinoide vollstindig desorbiert. Hicraus ergibt sich eine neue Mcethode zur
Isolierung von Corrinoiden aus chemischen und biologischen Ansiitzen, welche gegen-
tiber der scither iiblichen Extraktion mit Phenol-Chloroform grosse Vorteile besitzt”,

Sanre und basische Corrinoide sind in ihrem Adsorntionsverhalten den neu-
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tralen Corrinoiden analog, jedoch haben Art und Anzahl der dissoziierten Gruppen
und damit der pH-Wert starken Einfluss auf die Stéirke der Adsorption. So wird z.B.
die nucleotidhaltige Hexacarbonsiiure, die durch hydrolytische Desamidierung aus
Vitamin By, gebildet wird?, bei pH-\Werten unter 3 stiirker als Cobalamm adsorbiert,

. ’ .
bc‘. i)!_-l‘=""/erte}\ ﬂl\nr ﬁ E [l"lh&w{)?‘ll}ei‘"l\ {"\r!){)\‘-tvlnrni “:Q“) wo i‘: Q

B
.

schon durch eine breitere Auftragszone zu erkennen gibt,

Einfluss des Eluent auf das Laufverhalten

Orgamschc Losungsmittel desorbieren die Corrinoide in der Regel vollstiindig,
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Wasser fiihren zu Adsurphmﬁglcxchchlchten die eine elut1omcl1ronntograpluschc

Trennung der Corrinoide ermoglichen, Die eluotrope Reihe einiger organischer Stoffe

zeigt Tabelle 1. Dic Konzentration des Losungsmittels im Eluent wurde dabei stets

$0 gcwéihlt dass der R-Wert von Dicyanocobinamid etwa o0.05 betrigt. Die IKonzen-
- 1.1
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das Dipolmoment ist.

Ausserdem ist in Tabelle I der Ry-Wert von 13-ILpi-cobinamid aufgefiihrt, wel-
ches unter diesen Bedingungen stets etwa viermal schneller als Cobinamid wandert.
Hierbei und an anderen Substanzpaaren zeigt sich, dass die Selektivitiit (Ry-Wert)
von der Art des verwendeten LOsungsmittels im Eluent nur sehr geringftigig ab-
hiingig ist, wenn der R-Wert der Bezugssubstanz dieselbe Grijsse besitzt, Als Eluent
fir priparative Trennungen cignet sich vor allem ¢ert.-Butanol, da hierbei ziemlich
symmetrische und die schiirfsten Zonen erhalten werden.

Die Abhiingigkeit der hicr interessierenden R-Werte bis 0.5 von der Konzen-
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ELUOTROTE
Siule:
auf Dicyanocobinamid bezogen.

Vol, %

REIHE EINIGER LOSUNGSMITTEL/WASSER-GEMISCHE
Amberlite XAD-2; Eluent mit o.0019%, Blausiiure 7, von Dicyano-1,3-epi-cobinamid ist

R von Cobinamid

Ry von 13-15pi-cobinamid

Glycerin 40 0,02 —

IFormamid 40 0,04 —

DMSO 35 0,04 4.30
Methanol 20 0,03 3.80
Aceton 7 0,08 4.00
Athylimethyllketon 3 0,08 4.00
Dioxan 4 0.03 475
fert,- Butanol 3.5 0.05 440
FHexamethylphosphorsituretriamid 1.0 0.03 5.25
Diitthylenglykoldiitthylitther 0.4 0,01 5,00
Cyclohexanol 0.3 0.02 —

tration an feri.-Butanol oder Methanol im Eluent zeigt Fig. 2 fliir Cyanocobalamin
und Dicyanocobinamid., Die R-Werte zeigen jedoch an unterschiedlichen Siulen
stéirkere Abwmchungcn. wie sich auch in den folgcndcn Tabellen zeigt. Die letzten
Untersuchungen zeigen, dass hierbei neben Korngrosse, Packungsdichte und Charge
vor allem an XAD-2 stark adsorbierte Verunreinigungen und Spuren hochmolekularer
Stoffe im Losungsmittel eine Rolle spielen, die noch niiherer Untersuchungen be-
diirfon, Aug diesem Grunde ist es sinnvoller, die R.-Werte zur ('h'\r'lld'ranmnrnnrr des
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Laufverhaltens heranzuziehen. Es zeigt sich, dass diese auch an unterschiedlichen

Stiulen gut reproduzierbar sind, wenn durch Korrektur der Konzentration an Losungs-

mittel im Eluent stets dieselben R-Werte der Bezugssubstanz erreichit werden.
Ausserdem besteht zwischen den Rpy-Werten (Selektivitiit) und den R-Werten

' .
cine i{itherraschend ecinfache nnzun!nnng die fiir die INV'}'!A“JIEC}\D ‘An“vnntlnng der tabel-

lierten Werte zehr niitzlich ist. I2s zeigt sich in IFig. 3, dass die Ry-Werte zwischen R
von 0.I bis 0.8 linear zunehmen. Hiertiber wird an anderer Stelle ausfithirlicher berich-
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Fig. 2. Abhiingigkeit der R2-Werte von Cyanocobalamin (13;3) und Dicyanocobinamid von cder
Konzentration an ferf.-Butanol und Mcthanol im Eluent an Siulen von Amberlite XAD-2 (50-
100 1),

]
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Ity (langsam wandernde Substanz 2)

Ry (schneller wandernde Substanz 1)

gegen J2p aufgetragen. A—A, 1 = Cyanocobalamin und 2
i 1y I_nnhumuh t‘;.__t-v 1

nacobalamin uned 2 —= Cuvnreyaggacr
necoiiamin ung 2 = Lyanoe-ud counmiag,;

]3m-Monocarhonmurc cMS,-d; Crem Oy 1 = L\IS..-d .m(l 2 = ) ISl-c IFtir dic ersten beide
Subﬂtamlumu enthielt der Eluent ferf.-Butano! und o.5 Vol4{, Essigstiure, fir das dritte Methanol
und 1/x5 M Phosphatpuffer pH 6.5 und fiir das vierte Methanol und 3%, Essigsiture,

Hure oMS

maocarhona
onecarsot

ocobalaming O—-¢O, 1 == Cy

tet?. Bei R-Werten unter o, 05 ist eine starke Zunahme der Selektivitiit zu erkennen,
wie aus Fig. 3 zu erkennen ist. Bei Substanzen mit sehr geringen Laufunterschieden
kann deshalb eine Trennung bei R-Werten <0.05 von Vorteil sein, doch wird dann

die Trenndauer bereits sehr gross,

Ii‘injluss' dev Korngrdsse

Die Korngrosse von XAD-2 hat starken Ziniiuss auf die Zonenbreite, Die Korn-
grésse 0.3 bis 1,0 mm besitzt einen makrorecticuliiren Bau, indem jedes Korn aus
Microbeads hesteht, deren Zwischenriiume den pordsen Bau mit enger Porengrisse-
verteilung von 85 bis 95 A bedingen®. Dicse Korngrésse ist zur Adsorption von Corri-
noiden nur beschriinkt geeignet, da sich an ihr die Adsorptionsgleichgewichte nur
sehr langsam einstelien und dic Adsorptionskapazitiit nur max. § bis 10%,, bezogen
auf die Korngrisse 100 bis 200 g, betriigt. Line sclektive LElution gelingt itberhaupt
nicht. Dieselben LKinschriinkungen gelten auch fitr die bereits beschriebene Adsorp-
tion von Spuren von Vitamin B, aus Seewasser an Amberlite NAD-1 (0.3 bis 1.0 mm")
welches XAD-z strukturell dhinlich ist®,

An der Korngrésse 100 bis 200 g oder 100 bis 12§ g stellen sich dic Adsorptions-
gleichgewichte rasch ein, die Adsorptionskapazitiit betrigt 10 mg fiir schwach bis

So mg flir stark adsorbierte Corrinoide je ml Bettvolumen., Diecse Korngrissen
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cignen sich vor allem zur Adsorption von Corrinoiden aus grossen V nlumlnd, 7.3,
zur Abtrennung von Corrinoiden aus biologischem Material. Hierbei sind bei 50 em
langen S#ulen ohne besonderen Aufwand noch Durchflussraten von bis zu 10 em/min
moglich, Bei der sclektiven Elution treten jedoch auch bei geringen Durchflussraten

.
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lassen,

An der Korngrosse 50 bis 100 g« werden noch wesentlich schiirfere Zonen erhal-
ten. Die maximale Durchflussrate an 50 cm langen Siiulen betriigt ca. 0.5 cm/min,
An den Korngréssen 30 bis 50 g und 20 bis 40 g sind dic Zonen nocl schiirfer, Sic
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eignen sich deshalb besonders fiir kleine priiparative und analytische Siiulen mit
hoher Trennleistung, Bei richtig gewéihlten Trennungsbedingungen lassen sich
noch Corrinoide mit einem Rp-Wert von 1.15 trennen. Die R-Werte sind hierbei
ca. 20Y%, niedriger als bei 100 bis 200 p. Die R-Werte sind zwischen 20 und 100 g nur
sehr geringfligig von der Korngrosse abhéingig und bei 100 bis 200 g ctwas ungtlinstiger
(s.u.).

An Amberlite XAD-1 und XAD-4, die strukturell XAD-2 dhnlich sind¥, trennen
sich die Corrinoide prinzipicll wic an XAD-2 auf, wobei derselbe Einfluss der Korn-
grisse beobachtet wird. An den hydrophileren Kunstharzen Amberlite XAD-g und
XNAD-11 (2ur Struktur siehe Lit. 2) werden an den Korngraéssen 50 bis 100 4 neutrale
Corrinvide in derselben Reilienfolge wie an XAD-2z aufgetrennt, weshalb ehenfalls
tiberwicgend auf hydrophobe Adsorption geschlossen werden muss. Die Konzen-
tration an {ert.-Butanol im Eluent ist aber im Vergleich zu XAD-2 wesentlich ge-
ringer zu wiihlen,

Chromatographisches Lawfoerhalten der Corvinoide an XA D-2

Die Corrinoide werden zur Beschreibung ihres Laufverhaltens im wesentlichen
in neutrale, saure und basische Corrinoide eingeteilt. Dies ist zweckmiissig, da kom-
plex zusammengesetzte Gemische von Corrinoiden mit Vorteil und in cinfacher
Weise an Celluloscaustauschern (siche dazu z.B, Lit, 2) in diese Gruppen vorgetrennt
werden,

Das Laufverhalten wird in den folgenden Tabellen aus genannten griinden meist
durch R,-Werte charakterisiert, die die Wanderungsgeschwindigkeit relativ zu einer
Standardsubstanz ausdriicken, meist Cyanocobalamin oder Dicyanocobinamid, Durch
die Angabe des R-Wertes der Standardsubstanz lassen sich jedoch séimtliche R-\Werte
berechnen. Dic Untersuchungen beschritnken sich auf R-Werte zwischen 0.05 und o.5.
Diese sind fliir die Substanztrennungen im allgemeinen am giinstigsten, da mit
sinkenden R-Werten die Selektivitiit (s,0.) zunimmt und der Zeitbedarf noch nicht zu
hoch ist, Selbstverstindlich kénnen gut trennbare Corrinoide auch bei héheren R-
Werten eluiert werden.

Die Elutionsvolumina Vg (Gipfelwerte) berechnen sich definitionsgemiiss aus
den R-Werten nach R = (I',/V ). Die durch Eluatindikation aus Vg und ¥, be-
rechneten R-Werte sind mit den durch Positionsindikation cerhaltenen identisch,
Dicse Zusammenhiinge sind im Elutionsdiagramm ciner Trennung von Cobinamid
und 13-Epi-cobinamid in FFig. 4 dargestellt. Hieraus wurde auch die theoretische
Bodenhthe HETP zu ca. 0.4 mm bestimmt, die jedoch erfahrungsgemiiss von der
Substanzmenge, Durchilussrate und dem R-Wert abhéingt.

I8 zeigt sich, dass bei Durchilussraten von o.1 em/min dic schiirfsten Zonen
crhalten werden, doch sind 0,3 em/min fiir die meisten Trennungen ausreichend (die
Ry-Werte dindern sich mit der Durchflussrate nur geringfiigig). Die in den folgenden
Tabellen fiir Eluenten mit Methanol angegebenen Rp-Werte werden bei besserer
Zonenschitrfe auch mit fevt.~-Butanol erreicht, wenn die aus obigem abgelcitete Regel
cingehalten wird, dass bei gleichem R-Wert der Bezugssubstanz stets etwa dicselben
Re-Werte erhalten werden.

Die R-Werte von Derivaten mit unterschiedlichen Substituenten wurden {iber-
wicgend an den Cyanocorrinoiden bestimmt, da bei chemischen und biologischen
Ansitzen tiblicherweise die nucleotidhaltigen Corrinoide als Monocyanoformen und
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Fig, 4. Blutionsdiagramm ciner “Trennung von 1.9 mg Dicyvano-1 3-epi-cobinamid (1), 1.2 mg Di-
cyvano-cobinamid (1) und Corrinoiden unbekannter Struktur, Siulenbett (1.5 > 7.0 cm, Shule
Whatman DPC 1520); Amberlite XAD-2 (50-100 ) ; Eluent: 4.2 Vol, 9, fert.-Butanol + o.0c01Y,
INCN in Wasser: Duarchflussrate: o.13 em/min; Extinktion bei 280 nm mit Durchflussktivette
(0.5 ml) gemessen, gy = Elutionsvolumen (Gipfelwert) der Substanz (1); 7, == Shulenbett-
volumen (12.3 ml); 1’y = freies Haltevolumen?, Die Berechnung des R-Wertes von (1) nach
R o= (1717 (ERluatindikation) ergibt 0,053, der mit dem durch Positionsindikation ermittelten
tibereinstimmt, Der A-Wert e 70y/221 nach 2y, = (Vean)/ V) berechnet ergibt 4.2 (Positions-
indikation 4.1), Die Berechnung der theoretischen Bodenhdhe HET? erfolgte aus der Peakbreite
f bLei der Gipfelhéhe y/e nach der Gleichung HETP = {Siulenlinge/8 (17p/M)%. BEs ist fiir Sub-
stanz (I1) mit R == 0,053 dic HETI' = 0.30 mm und fur dic Substanz (L11) mit & = o.113 dic
HETP = o, 41 mm,

TABELLE 11

LAUFVERHALTEN EINIGER NUCLEOTIDIALTIGER CORRINOIDE UND CO-ALKYLCORRINOIDE

Siule: Amberlite XAD-2 (50 bis roo ). Der Eluent enthitlt 0.5 Vol. %, Essigsiiure und ausser bei
den Co-Alleyl- und Aquocorrinoiden o.ooo01 %, Blausiiure, Die Rp-Werte bezichen sich auf Cyano-
cobalamin und sind Mittelwerte aus drei bis vier Bestimmungen an verschiedenen Siulenbetten,
dic Abweichungen betragen hierbei max. 5%,. Die angegebenen Literaturzitate verweisen auf die
Darstellung, Zum Laafverhalten der Lactone, siche Text,

Methanol (1ol %,) tert.-Butanol

(Vol.%)
13 20 as -40 3.5 7
R-Wert von Cyanocobalamin 003 005 0.2 0.8 0.05 0.7
Re-Werte von

Cyano-to-chlor-cobalamin-8-hyvdroxy-c-

lacton —_ 0.00 — — —_ —
Cyano-to-chlor-cobalamin —_— 018 — —— — —
Cyano-t1o-brom-cobalamin - 018 — — — —
Cyano-1o-nitro-cobalamintf.1? —_— 0.24 0.30 — e —
Cyano-cobalamin-8-hydroxy-c-lacton — 0.33 — - — —
Cyano-cobalamin-8-amino-c-lactam o082 — - e — —
Cyano-u-(z-methyladen-7-y)-cobamid ==

Faktor A 1.75 - —_ — - —
Cyano-(a-aden-7-yl)-cobamid =

p-Vitamin B,, 2,30 - — —_ — —_
Cyano-(e-guan-7-vl)-cobamic 2.80  a.26 1.75 — 2.50 e
Cyano-r 3-cpi-cobalamint® — 2,60 — — 2.40 —
Dto. aber 2’ der Ribose verestert? — 2,60 — — — —
Co-Methylagquocobinamid — — —— —— 071 0.83
Aquocobalamin - 2,20 - —e 5.20 1.35
Co-Desoxyadenosylcobalamin —_— e — 0.62 — 0.58
Co-Mcethylcobalamin —_— - —— 0,28 —_ 0,22
Co-Cetyleobalamint® — . = <010 — 20,10



ELUTIONGSCHROMATOGRAPHIE VON CORRINOIDEN 3()7

dic nucleotidfreien als Dicyanoformen in wiissriger Lésung isoliert werden. Diese
lassen sich meist nur in Gegenwart von Cyanid unzersetzt chromatographieren.

Neutrale nucleotidhaltige Cyanocorvinoide. Die Derivate von Cobalamin mit C-8
und C-10-Substituenten lassen sich tiberraschend gut abtrennen, wie die Ry-Werte in
Tabelle 1I zeigen. So wandert z.B. 1o-Nitro-cobalamin mit 25 Vol.%, Methanol nur
etwa 1/3 so schnell (Ry = 0.306) wie dic Bezugssubstanz Cobalamin, fiir dic R = 0.2
ist, 10-Chlor- und ro-Brom-cobalamin laufen noch langsamer und trennen sich von
10-Nitro-cobalamin gut ab. Allerdings trennen sic erstere wie bei Papicrchromatogra-
phie nicht untereinander auf. Hingegen kann das seither von Cobalamin durch keine
Methode trennbare Dehydrocobalamin nun an XAD-2 abgetrennt werden, Auffallend
ist, dass 13-Ipi-cobalamin (Propionsiurcamidgruppe e nach “‘oben’1) wesentlich
rascher als Cobalamin liuft. Das Laufverhalten neutraler Corrinoide ist vom pH-
Wert und Art der zugesetzten Pufferlésungen nur geringfiigig abhiingig (s.u.).

Neutrale nucleotidfreie Dicyanocorrinoide. Der LKinfluss von C-8 bzw, C-10-Sub-
stituenten auf das Laufverhalten ist in vélliger Analogie zu den nucleotidhaltigen
Cyanoformen wie Tabelle II1 zeigt. Die R-Werte sind jedoch erheblich niedriger,
Dicyanocobinamid liuft etwa 2/3 langsamer als Cyanocobalamin. Diec R- und R,-
Werte sind mit 0.5%, Essigsiiure (mit 0.0001 9, Cyanid) oder 1/150 M Phosphatpufier
pH 6.5 (mit 0.00001%, Cyanid) im Eluent nahezu dieselben. Bei pH-Werten > 6
laufen die Lactone durch Offnung des Lactonringes wie auch bei den nucleotidhaltigen
Derivaten erheblich schneller. Die Auftragslésung und das Fliessmittel enthalten zur
Ausbildung der Dicyanocorrinoide stets Cyanid, andernfalls bilden sich wihrend der
Chromatographie langsam in Abhingigkeit vom pH dic anderslaufenden Aquo-
(Hydroxo)-formen aus, Hohere als die angegebenen Cyanidgehalte miissen bei gleich-
zeitiger Chromatographic der nucleotidhaltigen Corrinoide in der Monocyanoform
vermieden werden, da letztere sonst in die wesentlich langsamer laufenden Dicyano-
formen tiberfiihirt werden, wic der Rp-Wert von Dicyanocobalamin (Cyanidgehalt
0.019%,) in Tabelle I1I zeigt (siche dazu auch DISKUSSION).

Co-Alkylcorrinoide. Den Einfluss der axialen Liganden auf das Laufverhalten
zeigt Tabelle 11, Dic Wanderungsgeschwindigkeit nimmt in folgender Reihenfolge zu:
Co-Cetyl-, Co-Methyl-, Co-Desoxyadenosyl-, Cyano- und Aquocobalamin, Die Reihen-
folge entspricht dem hydrophoben Charakter der Liganden. Die nucleotidfreien Co-
Alkylaquocorrinoide wandern stets wesentlich schneller als die entsprechenden
nucleotidhaltigen Derivate, wie z.B. der Vergleich Methylaquocobinamid und Methyl-
cobalamin zeigt. Der Zusatz von 0.5%, Essigsiure zum Eluent hat auf die R-Werte
keinen merklichen Einfluss, verhindert aber, dass Aquocobalamin und auch Methyl-
aquocobinamid in die anderslaufenden Hydroxoformen umgewandelt werden (s.u.).
Bei Chromatographie der Co-Alkyl- und Aquocorrinoide muss jeder Cyanidzusatz
unterbleiben und bei stark gediimpftem Licht gearbeitet werden.

Basische wucleotidhaltige Corvinoide. Die Corrinoide mit Purinen im Basenanteil
wandern séimtlich schneller als Cobalamin, da §,6-Dimethylbenzimidazol durch die
fehlenden Stickstoffatome und die zusiitzlichen Methylgruppen einen hydrophoberen
Charakter als Adenin (Basenanteil im p-Vitamin B,,) besitzt, siche Tabelle 11, Eine
zusiitzliche Methylgruppe im Adenin (Faktor A) oder Hydroxylgruppe (Guanyl-
cobamid) verringert bzw, erhdht die R,-Werte. Wihrend durch Zusatz von 0.5%,
Essigsiiure zum Eluent die Rp-Werte nur geringfiigig verindert werden, sind bei pH-
Werten unter 2.5 (z.B. mit 69, Essigsiiure) diec R,-Werte aller drei Basenanalogen
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TABLLLIZ T

LAUFVERHALTEN NEUTRALER NUCLEOTIDFREIER DICYANOCORRINOIDIZ
Siule: Amberlite XAI-2 (50 bis 100 ). Die f.-\Werte bezichen sich auf Dicyanocobinamid, Der
Cyanidgehalt (Blausiiure oder IKCN) betriigt o,00001%,, bei Dicyanocobalamin o.o1%,. Dic -
Werte werden durch Zusatz von 1/150 A Phosphatputlor oder 0,59, Essigsiture nicht becinflusst,
Zum Laufverhalten der Lactone siche Test,

Methenrol (Vol. %)  tevt-Butanol ( Vol.%,)

20 25 3.5 405 7
R-Wert von Dicyanocobinamid 0,02 0.07 0,03 0.00 0.40
y-Werte von
Dicyano-cobalamin (Vitamin 13,y) 0,00 - e — 0.10
Dicyano-to-chlor-cobinamid-8-hydrosy-c-
lactons 0.07 —_ — —_
Dicyano-ro-chlor-cobinamid o113 .20 o 0.29 0.35
Dicvano-to-brom-cobinamid —_ 0,20 - 0.29 —_—
Dicyano-to-jod-cobinamid —_ 0.29 — 0.29 e
Dicyano-ro-nitro-cobinamidt 0.1y 0,38 — 0.39 —
Dicyano-cobinamid-8-hydroxy-c-lactons 0,38 - - .
Dicyano-ro-nitro-13-cpi-cobinamidd . 1.60 —_— — o
Dicyano-1 3-epi-cobinamicdt? 3.80h 3.80 RINTS) 3.80" 1.90
Cyanocobalamin (zum Vergleich) —_— 2.80 3.00 2.75 1,60

# Laufmittel enthitlt 0,52 BEssigsiiure und o.01?), KCN, Dic Lactone haben mit /150 A7
Phosphatputter pH 8 im Eluent vinen R.-Wert von ca. 4.0,

b R-Wert an der INorngrisse 100 bis 200 g ist 3.10,

¢ Re-Wert an der Korngrissse too bis 200 g ist 2.70.

4 Darstellung nach Lit, 16 aus 13-Epi-cobinamid, da 1o-Nitro-cobinamid wie auch 1o-
;\‘itm-l;;-upi-cobinami(l in starken Siuren nach Lit. 10 zu keinem Gleichgewicht zwischen beiden
tihrt?,

2.8 bis 3.0. Das clektrophoretische Laufverhalten dieser Corrinoide zeigt, dass in
neutraler Losung die Aminogruppen dicser Basen in nichtprotonierter [Form und in
3% LEssigstiure (pH 2.7) Guanyl-(elektroneutral), Adenyl-(1/3 positive Ladung) und
Methyvladenylecobamid (2/3 positive Ladung) entsprechend der Basenstiirke proto-
niert vorliegen. Da Ammoniumgruppen stiirker hydrophil als Aminogruppen sind,
wird das am stiirksten basische Methyladenylecobamid im Fliessmittel pH 2.7 stéiirker
beschleunigt als Adenylcobamid und das nichtprotonierte Guanyvlcobamid tiberhaupt
nicht, Wie schon an der IFarbe der Substanzzonen erkenntlich ist, bleibt auch in
saurer Losung das Nucleotid stets koordiniert, wiihrend es z.B. bei Co-Methylcobal-
amin durch Protonierung am Imidazolring ausschwenkt (siche PISKUSSION),
Aquo-(Hydroxo-)Corrinoide. Der Linfluss der Liganden auf das Laufverhalten
von Cobinamid zeigt Tabelle 1V, Die Wanderungsgeschwindigkeit der nucleotidfreien
Corrinoide nimmt in folgender Reihenfolge zu: Hydroxocyano- (elektroncutral),
Dicvano- (elektronecutral), Aquocyano- (cinfach positiv geladen) und Diaquo- (zwei-
fach positiv geladen). Die Aquoformen sind bei Adsorption nur in saurer Lésung be-
stindig, bei pH-Werten > 6 werden sie in reversibler Reaktion als Hydroxoformen
adsorbiert, wic folgende Ergebnisse zeigen: Aquocyanocobinamid wurde in /150 M
Phosphatpuffer pH 6.5 und in 0.5%, LEssigsiiure (ohne Cyanid) auf cine Stiule mit
XAD-z aufgetragen. Nach Waschen mit Wasser wanderte beim Entwickeln mit
Wasser—éert.-Butanol (ohne Zusiitze) die aus saurer Lisung aufgetragenc Substanz
wesentlich rascher, Das gleiche IErgebnis wurde erhalten, wenn unabhiingig vom pll
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TABELLE 1V

R-WERTIEE VON COBINAMID IN ABHANGIGKEIT VON DEN LIGANDEN

Siule: Amberlite XAD-2 (50 bis roo ), Zusiitze zum Eluent: ' = 1/r50 M Phosphatpuffer pll
6.5, A = 0,5% Essigsiiure, Die Bestimmungen wurden am sclben Siulenbett durchgetiihrt,
Formen a und b sind Koordinations-lsomere (siche Text),

Zusdlze s levt.~-Butanol (170l.%,

Lshient
3.5 7

Dicyanocobinamid 12 ader A o.10 0.50
Hydroxocyanocobinamid Form o I? — 013

lForm b I — 0,23
Aquocyanocobinamid IForm «a A 0.2 R

Form b A 0.75 ——
Methylaquocobinamid A .15 ——
Dinquocobinamid A 0.75 ——
Sulfonatoaquocobinamid A 0.90 —

der Auftragslosung (gepriift pH 1 bis 10) dem Eluent Essigsiiure oder Phosphatpuffer
zugesetzt wurde, Wiilirend die zusétzliche Aufspaltung in jeweils zwei Zonen durch
das Vorliegen von Koordinations-Isomeren (s.u.) bedingt ist, mtiissen sich die schnell
und langsam wandernden Zonen durch den Liganden selbst unterscheiden. Wiihrend
in wiissriger Losung die Hydroxocyanoform erst bei pH > 11 ausgebildet wird, wer-
den bei Adsorption bei pH 6.5 die Aquocyanoformen vollstiindig in dic Hydroxo-
formen umgewandelt. Methylaquocobinamid, Diaquocobinamid und Acuocobalamin
verhalten sich &hinlich, Das eigenartige Adsorptions- und Laufverhalten der Hydroxo-
corrinoide ist bis jetzt ohne Erklirung,

Ohne Zusatz von Rssigsiiure oder anderen Séiuren im Eluent wandeln sich dic
Aquoformen langsam in die Hydroxoformen um, besonders rasch das stéirker basische
Methylaquocobinamid. Bei lingerer Chromatographie der Hydroxoformen mit 17liess-
mitteln ohne Zusétze wird stets ein Teil "irreversibel”” adsorbiert und die Substanz-
zonen verschmieren auf der Siiule. Wenn Aquocyanocobinamid oder Aquocobalamin
aus Wasser an XAD-z adsorbiert werden und die LZlution erst nach 1z Stc. begonnen
wird, so wandert nur ein Teil der Substanz. Der restliche Teil wandert auch mit
Wasser—fert.-Butanol (50:50) nur teilweise, cine vollstiindige Desorption erfolgt ersi
nach Zusatz von Essigsiiure. Dic Chromatographie von Hydroxocyanocobinamid
gelingt hingegen ohne diese stérenden Effekte bei Zusatz von 1/15 bis 1/150 A PPhos-
phatpuffer pH 6.5.

Nucleotidhaltige Corvinoidcarbonsituren. Das Laufverhalten der sich vom Co-
balamin ableitenden Mono-bis Pentacarbonsiiuren? zeigt Tabelle V. Die Reihenfolge
der Auftrennung entspricht der Zahl der Carboxylgruppen. In Fliessmitteln pH 6
bis 8 liuft Cyanocobalamin am langsamsten, schneller wandert dic Monocarbonsiiure
cM$,; und am schnellsten die Pentacarbonsiure ¢PS,. In sauren Flicssmitteln ist die
Reihenfolge umgekehrt, die Laufunterschiede sind jedoch, wie sich an der Mono-
carbonsiiure ¢MS$, zeigt, im Vergleich zu pH 6.5 etwas geringer. Der Einfluss der ver-
schicdenen Gruppen auf die Wanderungsgeschwindigkeit nimmt demnach in folgen-
der Reihenfolge zu: -COOH (pH 3), ~CONH, (pH 2 bis 8), ~COO- (pH 6 bis 8).

In Tabelle V zeigt sich an den R-Werten der cTe8, sehr schon der betrichtliche
Einfluss der lonenstidrke auf die Adsorptionsgleichgewichte, was in entsprechender
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TABELLE V

[P-WERTE VON NUCLEOTIDHALTIGEN CORRINOIDCARBONSAUREN == CYANO--(5,0-DIMETHYLBEN-
ZIMIDAZOLYL)-COBAMSAUREAMIDIE

Sidule: Amberlite XAD-2 (50 bis 1004), Zusittze zum Eluent: M = Phosphatputfer pH 6.5 verschie-
dener Molaritiit, HAc = Essigsiiure, Vol.2{ = Gcehalt an fert.-Butanol, Eluent enthillt stets
o,00001Y%, Blausiure,

Iluent

Vol  1]rso MM 1/15 M 1lr.5 M 3% HAe

Cyanocobalamin 3.5 o.11 — — 0.15
5.0 Q.40
Monocarbonsiiure (¢cMS,) 3.5 0,31 —_ — 0,09
Dicarbonsiture (chis,) 3.5 0.01 - — —_
2.0 0,13 — —— —
Tricarbonsiiure (cTri$,) 2.0 0.55 — — —_
0.5 0,00 —_ — —_
5.0 0.0y
Tetracarbonsiiure (¢T'eS)) o4 0.31 0.1, 0,03 —_
Pentacarbonsiiure (cP$;)  o.5 — 0.30 — —

Weise auch bei anderen Corrinoiden zu beobachten ist. Die Adsorption schwach ad-
sorbierter Corrinoide—wic z.B, der hdheren Corrinoidcarbonsiiuren aus neutraler
Losung—ergibt in Gegenwart anderer organischer Substanzen, dic zwar nur sehr
schwach adsorbiert werden, aber in hherer Konzentration bereits eluierend wirken,
relativ breite Auftragszonen. Durch hohe Salzkonzentrationen in der Auftragslésung
kénnen wesentlich schiirfere Auftragszonen erhalten werden.

Nucleotidfreic Coryinoidecarbonsiuren, Das Laufverhalten der nucleotidfreien
Siuren ist analog dem der nucleotidhaltigen, In Tabelle VI werden die R-Werte der
Mono- bis Tricarbonsiuren im Vergleich zu Dicyanocobinamid bei pH 6.5 aufge-
fithrt. In Iliessmitteln mit 39, Essigsiure und 0.01% KCN liegen die Corrinoid-
carbonsiuren in der Dicyanoform vor, wandern aber durch dic undissoziierten Car-
boxylgruppen langsamer als Dicyanocobinamid., Die Aquocyanoformen in sauren

TABELLE VI

R-WERTE VON SAUREN DICYANOCORRINOIDEN
Siule: Amberlite XAD-2 (50 bis 100 ). Eluent enthiilt 1/15 A Phosphatpuffer pH 6.5 und 0,019
Kaliumeyanid,

ol Y, tevt.-Butanol im Eluent

3.5 L] 7
Dicyano-cobinamid 0,03 0.07 0.45
Dicyano-cobalamin 0,002 — 0,14
Dicyano-p-cresyl-cobamid (Faktor 1 byt — — 0.042
Dicyano-cobinsiiure-abedg-pentamicd (m-iM$S,) —_ 0,10 —
Dicyano-cobinsiture-aedg-tetramid (m-iDS;) —_ 0.32 —
Dicyano-cobinsiiurc-acg-trianmid (m-i'T8,;) — 0,62 —
Dicyano-1?-1-cobinamid-P-2-guanosin-§’-pyvrophosphat  0.20 — —
Dicyano-cobinamid-phosphat 0.52 —_— —_
Dicyano-cobinamid-pyrophosphat 0.70 - —
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Fliessmitteln (oline Cyanid) werden entsprechend ihrer Anzahl an Carboxylen stéirker
als Cobinamid adsorbiert, jedoch in Analogie zu Aquocyanocobinamid schwiicher als
in der Dicyanoform. Die Aquocyanoformen der Corrinoidcarbonsiiuren in IFliess-
mitteln pH 6.5 werden sehr schwach adsorbiert, die m-iTeS; (Cobyrinsiure-acg-
triamid) spaltet sich in mehrere Zonen auf, wovon die schnellste schon mit wissrigem
1/150 M Phosphatpuffer wandert. Wahrscheinlich bildet sich die Hydroxoform im
Gegensatz zu Cobinamid durch die Ausbildung intramolckularer Wasserstoffbriicke
zwischen Aquoligand und Carboxylatgruppen nur unvollstiindig aus (siche dazu
Lit. 12).

Phosphathaltige Dicyanocorvinoide. Cobinamidphosphat und Cobinamidpyro-
phosphat lassen sich gut trennen und wandern durch die dissoziierten stark hydro-
philen Phosphatgruppen sehr rasch (siche Tabelle V1), Die Aquocyanoformen werden
noch schwiicher adsorbiert und trennen sich in mehrere Zonen auf, die wie bei der
m-iTeS,; teilweise bereits mit Phosphatpuffer pH 6.5 wandern. Auffallend ist der
extrem niedrige R-Wert von p-Cresylcobamid (zur Struktur siehe Lit, 11), der in Ein-
klang mit dem Laufverhalten von Cobalamin steht, das in der Dicyanoform ebenfalls
wesentlich langsamer als Dicyanocobinamid Liuft (siehe dazu pDISKUsSSION),

Corrvinoidcarbonsdure-Isomere, Bei niedrigeren R-Werten itberlagern sich den
Auftrennungen der Corrinoidcarbonséiuren nach Zahl der Carboxylgruppen solche in
Isomere. Die Isomerentrennungen der nucleotidfreien Mono- und Dicarbonsiure-
Isomeren gelingen relativ gut (vgl. Tabelle VII), die der hdheren Carbonsiiuren trennen
sich nicht mehr vollstindig auf. Die Siéiuren mit Isopropanolaminanteil (m-iMS$,
m-iDS = Cobinsiiureamide) wandern trotz hdéheren Gehaltes an Methanol im Fliess-
mittel stets schneller als die ohne Isopropanolanteil (a-iMS und o0-iDS = Cobyrin-
siiurcamide)., Zur Auftrennung der Isomeren ist DIZAILE-Cellulose besser geeignet,
doch trennen sich einige wenige Isomere an DEAIZ-Cellulose nicht auf?, nimlich dic
m-iMS, von der w-iMS,, die a-iMS,; von der a-iMS; und die m-DiS; und der m-iDS,,
Diese kinnen nun mit Vorteil an XAD-2z getrennt werden,

Bei den nucleotidhaltigen Isomeren trennen sich die Monocarbonsiiuren cMS,
TABELLE VII
LAUFVERITALTEN EINIGER NUCLEOTIDFREIER l)lC\':\S’OCORRINO!I)C:\RI!ONS:‘URE-ISOMI‘IRE.\'

Siule: Amberlite XAD-2, Eluent 1/15 M Phosphatpulfer und o.001%, Cyanid, Die Kurzbezeich-
nungen der Mono- und Dicarbonsiiure-lsomeren sind nach Lit, 2. Das schnellstlaufende Isomere
dicnt als Bezugssubstanz fir die f.-Werte,

Ry I,

bei 15 VVol,% bei 10 Vol Y,

Methanol Methanol
M-iMS -on 0.42 @-iMS -eh 0.37
m=-iMS-b 0.59 -iMSy-b .71
m-iMSg-d (R = 0.037) 1.00 @-iMSy-d (IR = o.01) 1.00
Mm-iDIiS b 0.45 0-iDiS -efd 0.45
m-1DiSy-ed 0.07 0-11Di8g-bf 0.67

m-iDiSy-bd (R = 0.15) 1.00 0-iDiSy-df (12 = 0.13) 1.00

Nomenklaturgemiiss richtige Bezeichnungen (Beispicle): » Cobinsilurc-abedg-pentamicd
Carboxyl in Stellung ¢ ist frei, " Cobyrinsiture-abedfg-hexamid; Carboxyl in Stellung e ist frei
¢ Cobinsiiure-gedg-tetramid, ¢ Cobyrinsiture-abedg-pentamicd.
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und cMS, an XAD-2 sehr gut aufl (vgl. Tabelle VIII), bei den Dicarbonsiiuren und
hoheren Siuren ist dic Isomerenselektivitiit gering. Ihre Auftrennung an DEAL-
Cellulose® gelingt wesentlich besser,

Koordinations-Isomere, Die Formen a und b der Koordinations-Isomeren von
Aquocyanocobinamid unterscheiden sich durch die Lage der Liganden!2, Sie lassen
sich an XAD-2 mit sauren Fliessmitteln mit wesentlich besserem LErfolg als durch dic
seither angewandte Papierchromatographie!® trennen (siche Tabelle 1X), wobei div
Art oder Konzentration der zugesetzten Siure (0.59, Issigsiiure, o.01 A/ Schwefcl-
siiure oder Salzsiiure) keinen LEinfluss auf die R-Werte hat (gleiches gilt fitr das Anion
mit neutralen Fliessmitteln). Ebensogut gelingt die Trennung bei 13-Epi-cobinamid

TABELLE VI

LAUFVERHALTEN DER CYANOFORMEN DER NUCLEOTIDHALTIGEN CORRINDIDMONOCARMONSAUREN
cMS; UND cMS; MIT SAUREN UND NEUTRALEN LAUFMITTELN

Die Kurzbezeichnung cMS$ ist nach Lit. 2, dic ¢MS,; ist 1-(5,6-Dimethylbenzimidazolyl)-cobam-
siture-abedg-pentamid, die cMS, das entsprechende Cobamsiiure-abeeg-pentamic,

Zusdtze s Ilueat ol %y Methanol R der ¢dl Sy 1y der ¢S, zir ¢S,
3%, Essigsiiure 35 0.20.4 .20
20 0,015 .51
1o 0,00, 2.4
/15 A Phosphatputfer pH 6.5 20 0,305 0.74
10 0,012 0,54
5 0,007 0.38

und ro-Chlor-cobinamid-8-hydroxy-¢-lacton. Die Form b liuft in allen IFillen ctwa
halb so schnell wic Form a. In neutralen IFliessmitteln bilden sich diec Hydroxocyano-
corrinoide aus, die sich mit gleichem Lrfolg in die Form a und & auftrennen, aber
wesentlich langsamer laufen, Zum Vergleich ist in Tabelle IN auch der Ry-Wert von
Dicyanocobinamid angegeben, der durch halbseitiges Auftragen von Substanzzonen
auf das Siiulenbett ermittelt wurde. Das Laufverhalten in Abhiingigkeit von den C-8
und C-ro-Substituenten entspricht dem der Dicyanoformen. s ist zu erwarten, dass
sich auch Koordinations-Isomere anderer Corrinoide mit gleichem Erfolg an XAD-2
trennen lassen, Da sich die Isomerengleichgewichte relativ rasch cinstellen, sind wic
bei Papierchromatographie!® Cyanidionen und héhere Temperaturen zu vermeiden,
Dic sehr gute Trennbarkeit an XAD-z lisst allerdings relativ kurze Trennzeiten zu,
so dass auch bei Zimmertemperatur gearbeitet werden kann,

Hydrogenobamide und Rhodibamide. Dic rhodium(II)-haltigen Corrinoide!®
verhalten sich prinzipiell wie die kobalt(III)-haltigen. Dicyano-e¢-Phenyirhodibamid
und Rhodibyrsiiure trennen sich sehr gut (siche dazu Tabelle X). Die Diaquoform
des a-Phenylrhodibamids!® wird wie bei den kobalthaltigen Aquoformen ohne Zusatz
von Issigsiiure in der Auftragslosung und im Eluent “irreversibel” adsorbiert und
ist auch mit stédrksten Elutionsmitteln ohne teilweise Zerstdrung nicht desorbierbar,

Die Descobaltocorrinoide!? lassen sich ebenfalls sehr gut an XAD-2 auftrennen,
wic die R-Werte in Tabelle X von Descobaltocobalamin und Hydrogenobyrsiiure
(entspricht Cobyrsiiure) zeigen, Diec Unterschiede im Laufverhalten zu den ent-
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TABELLE IX

LAUFVERITALTEN VON KOORDINATIONS-ISOMEREN? BINIGER NUCLEOTIDFREIER AQUOCYANOCORRI-
NOIDE UND HYDROXOCYANOCORRINOIDE

Situle: Amberlite XAD-2 (50 bis 100 /l).

I‘Im'nt

0.5% I;‘ssigsc‘tm'u wnd l’lms/:lmt/mj:fcr
1j/150 M, pH 6.5

5% MceOH 10% MeOH  15% MeOH mit 7% tevt.-

J3utanol
R der Zone mit /¥y = 1,00 —_— 0,058 0.010 0.10
fep=-\Werte? von:
Cobinamide Formb oy — —_ 0,58
Forma 10 —_ — 1,00
13-Epi-cobinamid Formdb 1,80 0.49 — —
Forma 2,70 1.00 — —
10-Chlor-cobinamid-
8-hydroxy-e-lacton Formdb — —_ 0.45 _—
Forma — _ 1.00 —_
Dicyanccobinamid
(zum Vergleich) 0.2 — — 2.30

o Du, l\nurdinatmns-l=xom¢_rcn (auch als Lxgundcmqomcrcn bc/clclmct) unterschclden sxch
lll-l!‘!_ll kllb IAH.E,L lll-l lolblllllll-ll. ll\ llLl LUII" (43 I'H‘ Lllb bViHthlllpl)L ‘ l—llll—l—ll ' \d.l.ll LILI' al-ll-'- Ll!-l'
Propionamidgruppenjund in Form b “oben’ (auf der Seite der Acetamidgruppen) nach Lit, 12,

b Zur chromatographischen Untersuchung wurden zunéichst die Dicyvanoformen durch Ein-
enpgen mit Essigsiture in die Aquoeyanoformen tiberfithrt, die etwa je zur Hiilfte aus Form a und
b bestehen, Nach Anftrag und Elution erfolgt papicrchromatographische Identifizierung nach
Lit. 12, Einfacher ist os, direkt in o,1 M Hy80O,; aufzutragen und nach kurzem Waschen mit Es-
sigsiture oder l’lmsplmtputh.r zu cluicren,

¢ Bei Papicrchromatographic mit wassergesiittigtem Butanol-z mit 19, Essigsiure Rp-
Wert der beiden Formen @ und b o.t5 und o.22 nach Lit, 12.

sprechenden Dicyanokobalt-derivaten sind relativ gering, lassen jedoch bei niedrigeren
R-\Werten ebenfalls eine gute Trennung erwarten, Fiir die Abtrennung der Descobalto-

Corri tamieln nate Tlwtrnlotnts trrvr Clhivrran bt |\14 Nnivsind ol W ATI_a lhharvarenon
lll JIVAIVIG LU Jeanv bl tLivLLllL AR R ALY i L 1

ittt Lalhllbla t‘i\al PAXREY P oy Pies) VUllebbnd
(siche dazu Lit. 15).

TABELLE X

VERGLEIC!H DES LAUFVERITALTENS VON CORRINOIDEN MIT KOBALT, RHODIUM UND OHNE ZENTRAL=-
ATOM

Situle: Amberlite NAD-2 (30 bis 50/:) Vol.%, = Gehalt an fext.-Butano! im Eluent, I° = 1/150 M
Phosphatpuffer pH 6.5, HAc = 5 Lssxgmure ohnc Lvanul im Eluent,

Vol % R Il’art

Dicyanu-a-phenylrhodibamid® fp 0.08
Dicyanorhodibyrsiiure!s 8 5 0.50
Diaquo-az-phenyirhodibamid?® TAc 15 0.8
Dicyanocobalamin 0,25
11-(5.6-Dimethylbenzimidazolyl)- 20

-hvdrogcnobamid = Descobaltocobalamintt 1 0.30
Dicyanocobyrsiture 8 20 0.3
Hydrogenobyrsiture! { 0.23
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DISKUSSION

Das Auftrennungsmuster der Corrinoide an XAD-2 ist in der Regel stets
umgekehrt wie bei Verteilungschromatographie mit Wasser-Butanol, was hier nur
am Beispiel von 13-IEpi-cobinamid/Cobinamid in Tabelle XI mit R-Werten belegt
ist, sich aber auch an Cobalamin/Cobinamid, ro-Halogen-corrinoiden usw. zeigen
lisst. Besondere Einflisse auf das Laufverhalten der Corrinoide an XAD-2—wic etwa
das Ausschwenken des Nucleotids (s.u.)—miissen hierbei gesondert betrachtet wer-
den. Die Umkehrung im Auftrennungsmuster ist verstiindlich, da bei Verteilungs-

TABELILE XI

VERGLEICH DER SELERTIVITAT VERSCHIEDENER CHROMATOGRATHISCHER METHODEN BE! DER AUR-
TRENNUNG VON EINIGEN DICYANOCORRINOIDEN

Rye-Werte (bezogen auf Cobinamid) IR-1Wert
von
13-lipi- 10-Nitro- ro-Chlor- Cobinamid
-cobinamid  -13-epi- ~cobinamid
~cobinamid

Papierchromatographic mit

Entwickler wasserges., Butanol-2 0,88 0.93 1.21 Ry == 0.4
Verteilungschromatographic an Siinlen,

Triiger: Bio-Glas (I3io-Rad),

Verteilung 2wischen Wasser—

Butanol-17 0.69 1.05 1.35 o0,.88
Hydrophobe Adsorptionschromato-
graphie an Amberlite XAD-2 mit

Eluent:
Wasser-fert.-Butanol (7 Vol. Y% 1.90 —_ 0.35 0.45
Wasser-Metlianol (25 Vol. %) 3.80 1.00 —_ 0.00

chromatographie die hydrophobe Phase die mobile und an XAD-2 die stationiire
Phase darstellt.

Wie Tabelle X1 zeigt, ist die Sclektivitit an XAD-z im Vergleich zur Vertei-
lungschromatographie (Wasser—-Butanol) an Cellulose oder Bio-Glas? bei R-\Werten
um 0.5 etwas grosser und bei noch niedrigeren R-Werten noch wesentlich glinstiger.
Lin weiterer Vorteil ergibt sich aus der Mbglichkeit, mit einem Gradienten Wasser—
fert.-Butanol sehir schwach bis stark adsorbierte Corrinoide nacheinander mit dem
jeweils glinstigsten R-Wert zu eluicren. Daneben sind die an XAD-2 erreichbaren
Beladungsdichten und Durchflussraten sehr giinstig (siehe dazu Lit. 15).

Der Einfluss der C-8- bzw. C-10-Substituenten, der axialen Liganden oder des
Nucleotids auf das Laufverhalten der Corrinoide an XAD-z gehorcht bestimmten
Gesetzmiissigkeiten, die je nach Fragestellung Voraussagen iiber die Struktur des
Corrinoides oder den R-Wert erméglichen und die im folgenden eingehender disku-
tiert werden.

Einfluss dey Cvanidkonzentration. Die Ausbildung der Dicyanoformen ist bei
Adsorption an XAD-2 im Vergleich zu ihren Loésungen stark begiinstigt. In 3%,
Essigsidure (pH 2.7) mit 0,19, Cyanid liegt bei Cobinamid das Gleichgewicht zwischen
Aquocyanoform (orange) und Dicyanoform (violett) praktisch vollstiindig auf der
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p n vollstiindig auf

der rechten Seite. Ebenso bildet sich die chyanoform (violett) aus Cyanocobalamin

(rot) in wissriger Losung in Gegenwart von 0.1%, Cyanid erst bei pH-Werten {iber

10 aus, bei Adsorption an Amberlite XAD-2 schon in 0.1 M Schwefelsiure! Die Ver-

schiebung der Gleichgewichte ist wie bei den Aquo/Hydroxoformen durch die stéirkere
Nirunnnln e

A Aanemdimm rlae Tan - ) 2 P r‘nr A'n:l\'lr’ci e flar rinlantidlhaolédones
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Dicyanocorrinoide hat das Ausschwenken des Nucleotids einen weiteren stabilisieren-
den Einfluss (s.u.).

Zur Chromatographie der nucleotidfreien Dicyanocorrinoide und der nucleotid-
haltigen Monocyanocorrinoide als solche nebeneinander soll der Gehalt an Cyanid
o.00001 bis 0.0001%, (pH 6.5 bis pH 8) und o.co019, (0.5 bis 5% Essigsiure) nicht
tibersteigen. ro-Nitrocobalamin (zur Darstellung siehe Lit. 16 und 17) bildet auch
unter diesen Bedingungen die Dicyanoform aus, desgleichen Methyladenyl- und
Adenylcobamid in 0.59%, Essigsiure. Bei ersterem ist dies durch die grissere Stabilitéit
der Dicy'moform im 1llgcmcinen bedingt, bei letzterem durch die schwiichere Koor-

add o en P )

Llllltl[l()ll tlL"? Nuuu)mua.

Hydrophobe Grup pen. Zusitzliche hydrophobe Gruppen verstidrken die Adsorp-
tion, wie sich z.B, ausgehend von den Grundsubstanzen Cyanocobalamin (vgl. Ta-
belle 11), Dicyanocobinamid (vgl. Tabelle 1II) und Aquocyano-cobinamid (vgl. Ta-
belle IX) zeigen ldsst. Der hydrophobe Charakter der Substituenten nimmt in fol-
gender Reihenfolge zu: 8-Amino-¢-lactam, 8-Hydroxy-¢-lacton, ro-Nitro-, ro-Halo-
genderivate; die 13-Epicorrinoide wandern hingegen stets schneller. Dieselbe Reihen-
folge sollte auch bei den entsprechenden Derivaten von z.B. a-Methyladenyl-cobamid,
Cobyrsiiure oder Aquocobwldmm 21 beobachten scin, Der Einfluss der Substituenten
ist additiv: Die 1o-Chlor-8- hydroxy-c-lactone laufen langsamer als die ro-Chlor-
corrinoide und diese langsamer als 8-Hydroxy-c-lactone. Der Einbau des koordinier-
ten Nucleotids fiithrt stets zu héheren R-Werten, wie der Vergleich von Cobinamid-
und Cobalaminderivaten zeigt. Der Einfluss der Liganden auf das Laufverhalten
wurde bereits bei den Co-Alkylcorrinoiden diskutiert.

Der gleichartige Einfluss der Substituenten erlaubt es sogar, quantitative Vor-
aussagen der Ry-Werte zu machen, Der Ry-Wert von Dicyano-13-epi-cobinamid be-
zogen auf die Grundsubstanz ist 3.80, fiir 10-Nitro-13-epi-cobinamid 4.20 (vgl. Ta-
belle III), fiir 13-Epi-cobalamin 2.60 (vgl. Tabelle II) und fiir Aquocyano-13-epi-
cobm’umd (mlttlcrer Wert der T'orm a und b) 3.10 (vgl. Tabelle I}s.). Die Ry-Werte
weichen nur dann stiirker ab, wenn die strukturellen Unterschiede in den Grundsub-
stanzen relativ gross sind, wie die beiden letzten Beispiele zeigen. Natiirlich miissen
die R-Werte der Grundsubstanzen etwa glcich gross gewdhlt werden, da die Ry-Werte
hei hdheren R-Werten lkleiner sind (s.0.). Weitere Reisniele hierfiir sind: Der R.-Wert

LSRR ASY DR G Lop g § 100 Aun- 0 028 \va.lv VYCLITIE DTSt 2RI LR 220, A0 ASpm VY il

von 1o-Chlor-cobinamid-8-hydroxylacton ist 0.07, vom entsprechenden Cobalamin
0.09, bei den Ligandenisomeren betréigt der Ry-Wert der Formen @ und b unabhiingig
von den Substituenten und Liganden (Aquocyano- als auch Hydroxocyanoform) stets
0.4 bis 0.6,
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. Hydrophile Substituenten erhihen dic Laufgeschwi
digkeit, wobei dieselben Gesetzmiissigkeiten wie fiir hydrophobe (xruppcn gelten:
der Einbau der stark hydrophilen Phosphat- und Pyrophosphatgruppen in Cobinamid
fihrt bei pH 6.5 zu einer starken ErhShung der Wanderungsgeschwindigkeit. Die

Monocarbonsiuren von Cobinamid und Cobalamin wandern bei pH 6.5 stets schneller
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als die Grundsubstanzen. Dic Laufunterschicde sind jedoch relativ gering, da dic
schon stark hyvdrophile Carboxamidgruppe lediglich gegen die noch stiirker hydro-
phile Carboxylatgruppe ausgetauscht wird. Hyvdrophile Gruppen gehen aber keine
direkten Wechselwirkungen mit dem Adsorbens ein, sondern fithren lediglich zu einer
Vergrosserung der Hydrathiille und verringern dadurch die hydrophoben Eigen-
schaften des Molekils. Aus demsclben Grund weisen die Isomerentrennungen vor
allem der hoheren Corrinoidecarbonsiiuren an NAD-2 im Vergleich zur lonenaus-

TABELLE XIt

EINFLUSS DES NUCLEOTIDANTEILS AUF DAS LAUFVERIALTEN IN ABNANGIGREDIT VoM pll UND DER
CYANIDKONZENTRATION IM ELUENT

Die Re~Werte wurden in Fliessmitteln mit verschiedenen Zusiéitzen untersucht. Der i-Wert der
Bezugssubstanz ist nur bcringfu&,ig von der lTonenstiirke des IZluent abhiingig und diese liegt un-
abhdnglg von clcn /Ansitt;cn stets in dcrsclbun Form vor (v p_,l Text),

/umlze' zim l.Im'uI terl, -Bu/mml Re-1erte  R-1Verte
(ol

Dicyanocobalamin o.01% HCN

3.5 0.033

Dicyvanocobalamin 0.1%, FICN, o.ot M FL,SO; 3.5 0,063
Dicyanocobinamid o bis 0.1Y;, FHCN 3.5 0,30
Cyanocobalamin 0.000014%;, KCN 3.5 1,00 0,16
Cyanocuobalamin o bis o.01 A7 80, 8.0 4,00
Methylaquocobinamid o bis o.01 A H 80, S.0 3.20
Mcthylcobalamin ohne 8.0 1.00 0.2
Methylcobalamin oot M H SO, 8.0 ‘0.32
Cyano-¢-(methyladenyl)-

cobamicd ohne 5.0 1.50
Cyano-u-(methyladenyl)-

cobamid 0,01 M HSO, 5.0 3.00
Cyanocobalamin oot AT H,80, 5.0 1.00 0.15

tauschchromatographie cine geringe Selektivitiit auf; hierauf wird weiter unten noch
néiher ecingegangen. Der Einfluss von Ladungseinheiten auf das Laufverhalten zeigt
sich auch bei den bercits besprochienen Corrinoiden mit Purinen im Bascnanteil,
In 0.1 M Schwefelsiure ist der Rp-Wert von Methyladenylcobamid (einfach proto-
niert) 3.0, wiihrend er olne Zusiitze 1.5 ist (vgl. Tabelle XII), Der R-Wert von
Cyanocobalamin (Bezugssubstanz) zeigt keine pH- Abh"'ngigkcit, mit Schwefelsiiure
ist er jedoch durch den Einfluss der Ionenstiirke etwas geringer.,

In sauren Fliessmitteln wandern Corrinoidearbonsiiuren stets langsamer als die
niichstniedrige Carbonsiiure oder die Grundsubstanz. Der hydrophile Charakter der
Gruppen nimmt demnach in folgender Reihenfolge ab: -COO-, -CONH,, ~.COOH.
Diese Gesetzmiissigkeiten lassen diese Reilie folgendermassen erweitern: ~-COOH,
—-CONHCH,, —-COOCH,, —-CON(CHy,),, Carboxanilid. Cobyrsiiuremethylamicd sollte
sich also von Cobyramid gut trennen lassen, cbenso Cobinamid (Cobyrsiiureisopro-
panolamid) von Cobyramid. Der stark hydrophobe Einfluss der Isopropanolgruppe
zeigt sich bereits beim Vergleich des Laufverhaltens der Mono- und Dicarbonsiiure,
die sich von Cobinamid (m:-iMS) und Cobyramid (a-iM8) ableiten (siehe dazu Tabelle
VII): die a-iMS- wandern trotz héherer Methanolkonzentration langsamer als die
m-iMS-Isomeren.
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Einfluss des Nucleotids :

Die im Vergleich zu wiissrigen Losungen ausserordentlich stark beglinstigte
Ausbildung der Dicyanoformen nucleotidhaltiger Corrinoide ist nicht allein auf die
stiirkerc Adsorption der Dicyanoformen zuriickzufithren. Hierbei ist noch zu be-
riicksichtigen, dass das Ausschwenken des Nucleotids und damit die Ausbildung der
Dicyanoform zusiitzlich beglinstigt wird, indem das ausgeschwenkte Nucleotid—
nun frei drehbar—aus sterischen Griinden wesentlich stédrker als in koordiniertem
Zustand adsorbiert wird: Dicyanocobalamin (R, = 0.033) lduft trotz einfach nega-
tiver Ladung an der Phosphatgruppe wesentlich langsamer als Dicvanocobinamid
(Ry = 0.306) und Cyanocobalamin (R, = 1.00) (siche dazu Tabelle X1I), Der ausser-
ordentlich niedrige R-Wert von p-Cresylcobamid (vgl. Tabelle V1) findet hierdurch
cine sehr einfache Erklirung.

Auch in sauren Fliessmitteln (0.5%, Eissigsiiure oder 0.01 bis o.t M Schwefel-
siiure mit 0.1%, KCN) liegt Cobalamin bei Chromatographie an XAD-2 vollstindig in
der Dicyanoform vor. Das Molekiil ist nun aber elektroneutral, da hierbei N-3 des
Imidazolrestes protoniert wird. Diese Protonierung erhéht die Laufgeschwindigkeit
von Dicyanocobalamin wie bei a-Methyladenylecobamid um etwa das Doppelte
(vel. Tabelle XIT). Es zeigt sich, dass ionische Gruppen unabhiingig von ihrer La-
dungscinheit und der resultierenden Gesamtladung die Laufgeschwindigkeit stets er-
héhen, Bei Methylecobalamin ist das Nucleotid in 0.1 V H,S0, infolge Protonierung an
N-3 vollstiindig ausgeschwenkt und besitzt dann cine Methyl- und Aquogruppe als
axiale Liganden. Dadurch liuft nun Methylcobalamin in sauren [Fliessmitteln in
Analogie zu Dicyanocobinamid/Dicyanncobalamin wesentlich langsamer als Methyl-
aquocobinamid (vgl. hierzu Tabelle XIT),

Einfluss des Chromophors

Auffallend ist weiterhin, dass Methylaquocobinamid (positive Ladung) schnel-
ler als Methylcobalamin (negative und positive Lacdung) liuft, hingegen Dicyanoco-
binamid (elektroncutral) langsamer als Cyanocobalamin (negative und positive
Ladung). Neben ionischen Gruppen ist hier der Einfluss des Chromophors auf dic
Stiirke der Adsorption entscheidend. Hierbei ist zu beriicksichtigen, dass z.B. auch
Substituenten an C-1o aus sterischen Griinden kaum direkte Wechselwirkungen
mit dem Adsorbenz cingehen kinnen, die Adsorption jedoch stets stark erhéhen,
Das mesomere I47-Elektronensystem triigt offensichtlich durch s-7 Wechselwirkun-
gen ganz erheblich zur Adsorption bei, was durch dic axialen Liganden und Substi-
tuenten an C-1o mit M und <+ J-Effekt durch grissere Delokalisierung der 7-
Elektronen verstiirkt wird. Dics geht der Verschiebung ins energieiirmere bei den
Llektronenspektren weitgehend paralell.

Das Laufverhalten von Co-Desoxyvadenosylecobalamin (Vitamin By,-Coenzym)
ist vom pH des Fliessmittels (gepriift pH 1 bis 8) nahezu unabhiingig, indem sich die
verschiedenen LEffekte gegenseitig aufheben,

Isomeren der Corrinoidearbonsiuren. Die Isomeren der Corrinoidcarbonsiuren
wandern an XAD-z in der dissoziierten (neutrale oder alkalische Fliessmittel) und
undissoziierten Form (I'liessmittel mit Iissigsédure) in derselben Reihenfolge wie bei
Papierchromatographic!® (siche Tabellen VII und VIII). Der Einfluss der cinzelnen
Carboxyle auf das Laufverhalten ist wie bei Verteilungschromatographie auch hier
additiv: wenn dic Reihenfolge bei den m-iMS ¢ > b > d ist, dann ist sic bei den #-iDS
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¢b > ed > bd'®, Neben dem Dipolmoment (-COOH <-CONH, <-COO-) wird.: dic
Grosse der Hydrathiille und damit der hydrophile Charakter einer Seitengruppe
durch die benachbarten hydrophoben Gruppen— nach Lit. 18 vor allem durch die
Methylgruppen——bestimmt. Zur Erklirung des Laufverhaltens der Isomerenan XAD-2
muss folgendes betrachtet werden: Carboxamid ¢ bzw. d besitst eine Hydrathiille der
Grosse E bzw. D, wobei nach Lit. 18 E < D ist. Fiir das entsprechende Carboxylat
¢ bzw. d ist dann die Hydrathiille um E’ bzw. D’ grosser. IFlir die Hyvdrathiille der
cMS;-c und cMS;-d in Fliessmitteln pH 6.5 gilt dann: (E + D) + E' < (E + D) -+ I,
denn wenn £ < D, dannauch E’' < D', Die cMS,-d, m-iMSy-d und a-iMS,-d wandern
also in der dissoziicrten Form durch ihre gréssere Hyvdrathiille schneller (vgl. Tabellen
VII und VIII). In sauren Flicssmitteln ist die Hydrathiille bei undissoziierten Car-
boxylgruppen kleiner als an Carboxamidgruppen und es gilt: (£ + D)—E’ fiir
cMSy-¢ > (E 4 D)—D’ flir cMSyd. Die cMS;-d wandert nun langsamer als dic
cMS,-¢, dasseibe gilt fiir die hier nicht tabellierten entsprechenden a-iMS-Isomeren.
Das Laufverhalten der Isomeren mit Carboxyl in b und das Laufverhalten der Dicar-
bonséiuren lisst sich in analoger Weise erklidren.
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ZUSAMMENFASSUNG

Corrinoide werden aus wiissrigen Losungen an Amberlite XAD-2 adsorbiert
und bei Stiulenchromatographic durch einen Gradienten mit Wasser—fert.-Butanol
selektiv eluiert (95:5 bis 8o:20). Das Laufverhalten wird in Abhéingigkeit von C-8
und C-ro-Substituenten, von den axialen Liganden und dem Nucleotid unter Be-
riicksichtigung des Einflusses von pH und Cyanidkonzentration anhand der erhal-
tenen R-Werte diskutiert.

LITERATUR

t R. Bo~snerT, Chemi, Rev., 63 (1963) 573,

2 K. BERNHAUER, H. VOGELMANN UND 1. WaaNur, Hoppe-Sevier's Z, Physiol. Chem., 349
(19G8) 1271,

E. L. Swrru, Vitamin By, Wiley, New York, 1063,

TUPAC Nomenclature of Bivlogical Chemistry, [. Biol. Chem., 241 (1066) 2092,

R..L, Gusrarsox, R, L, ALsriguT, J. HEISLER, J. A, Liviounp O. L', R, 1 & 2C Prod. Res.
and Dev., 7 (1968) 107,

Amberlite XAD, Macrorvecticilar ddsorbens, Rohm and Haas Co., Philadelphia, 1971,

H. VogeELMANN UND . WAGNER, unverdffentlicht.,

M. Hor1, Steroids, 12 (1969) 33.

J. Py Ry uNp D, TavLor, Anal. Chim, Acta, 46 (1960) 307.

R. BoNNETT, J. M. GoprrEY UND V., B, MaTtu, /. Chem, Soc., (1971) 37306.

11 [P, DINGLINGER UND I, BrRAUN, Hoppe Sevier's Z, Plysiol, Chemn,, 351 (1970) 1157,

-
QLN tiw



ELUTIONSCHROMATOGRAPHIE VON CORRINOIDEN 379

12 W. Frieprici, H, OnLvs, W, SaNpECK UND R, Broanowsiit, #, Naturforsch,, 22b (1967) 839.

13 V. B, KorpeNHAaGcEN, IF. WaaeNER uNp J. J. Prireser, J.o Biol. Chemn., im Druck.

14 V. B, KorrENHAGEN UND J. J. PFIFENER, J. Biol. Cliem., 246 (1971) 3078,

15 H, VoGELMANN UND IF, WAGNER, in Vorbereitung,

16 FF. WAGNER, Aun, Rev. Biochem., 35 (1966) 405,

17 V, B, KorpeENHAGEN UND F. WaaNeRr, unverdffentlicht,

18 IS, BERNUAUER, P, WaaNEiRr, H, Beissarti, P, RisTz uNp H, VOGELMANN, Biochem, Z., 344
(19G0) 289,



