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Aus der methanolisch-atherischen Mutterlauge erhielt man durch Zugabe von 5 cocm
Ather nochmals 80 mg (7.4%) Hydrochlorid vom Schmp. 245-260°; aus wenig absol.
Alkohol farblose Nadeln vom konst. Schmp. 263—285°. Eine Mischprobe mit dem reinen,
bei 287—288° schmelzenden Hydrochlorid von II schmolz bei 263—-285°.

C;sH,ON,-HCl (314.8) Ber. C 68.67 H 6.08 Gef. C 68.67 H6.11

Aus der wilrigen Losung dieses Hydrochlorids erhélt man mit Alkali cine in farblosen
Bliattchen kristallisierende Base vom Schmp. 183-184°; aus 96-proz. Alkohol Schmp.
184—185°. Diese Base, die das wahrscheinlich schon reinc, andere Diastereomere von 11
darstellt, gibt mit der Base vom Schmp. 210—211° eine Schmp.-Erniedrigung und besitzt
das gleiche UV-Spektrum wie diese Substanz. .

362. Wilhelm Friedrich und Xonrad Bernhauer: Beitrige zur

Chemie und Biochemie der ,,Cobalamine*, II. Mitteil.V: Uber den Abbau

der ,,Cobalamine‘ mit Cer(III)-hydroxyd. 7-[p-Ribofuranosido]-adenin,
ein Abbauprodukt des Psendovitamins B,,

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

(Eingegangen am 19. Juli 1956)

Unter der katalytischen Wirkung des Cer(III)-hydroxyds in wag-
rigem Medium bei 95° und neutralem py werden die meisten Vitamine -
der B,,-Gruppe rasch zu Atiocobalamin, Nucleosid und Phosphorsiure
abgebaut. Ein Zusatz von CN© heschleunigt den Abbau und beseitigt
weitgehend die Unterschiede in der Abbaugeschwindigkeit der einzel-
nen Bg-Arten. Der Cer-Abbau ist eine sehr schonende Methode zur
Gewinnung von reinstem Atiocobalamin und vor allem von schwer
zuganglichen Nucleosiden der B,,-Faktoren. Das Nucleosid des Pseu-
dovitamins B,, wird in kristallisiertem Zustand gewonnen und als
7-[p-Ribofuranosido]-adenin charakterisiert.

E.Bamann und Mitarbb.?) sowie M. Shimomura und F. Egami?) ze'gten,
daf} unter der katalytischen Wirkung von Hydroxyden der Seltenen Erden
unter milden Bedingungen (py 8-9) zahlreiche physiologisch wichtige Phos-
phorsidureverbindungen gespalten werden. Wie wir zeigen konnten?), lassen
sich das Nucleotid des B,,-Faktors III sowie Vitamin B,, und Faktor III mittels
der Hydroxyde der Seltenen Erden, vor allem des Cers, katalytisch spalten
unter Bildung von Atiocobalamin (Faktor B, Faktor I), Phosphat und Nucleo-
sid. Unsere seinerzeitige Arbeitsweise, die den Versuchen anderer Autoren mit
Nucleinsiuren und verschiedenen einfacheren Phosphorsiureverbindungen an-
geglichen war (Verwendung von Puffersubstanzen vom py 8-9), eignete sich
zwar fiir die Spaltung der Nucleotide der B;,-Vitamine, der Abbau von B,,-
Arten selbst ging jedoch sehr langsam vor sich, auch wenn bei 95° gearbeitet
wurde.

1) I. Mitteil.: W. Friedrich u. K. Bernhauer, Chem. Ber. 89, 2030 [1956].

2) E. Bamann u. M. Meisenheimer, Ber. dtsch. chem. Ges. 71, 1711, 1980 [1938];
E.Bamann, F. Fischler u. H. Trapmann, Biochem. Z. 325, 413 [1954]; E. Bamann,
H. Trapmann u. F. Fischler, ebends 826, 89 [1954]; E. Bamann, Dtsch. Apotheker-
Zig. 94, 528 [1953]. 3) Bull. chem. Soc. Japan 26, 263 [1953].

1) W. Friedrich u. K. Bernhauer, Z. Naturforsch. 9b, 685 [1954].
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Eingehendere Versuche zeigten nun, daB der Abbau der B,-Arten mittels
Cerhydroxyds ein py-Optimum unterhalb von 7 hat und daf die Spaltungs-
geschwindigkeit sehr betrichtlich erhoht wird, wenn zum Reaktionsmedium.
das das betreffende Cer(III)-Salz enthilt, statt des bisher iiblichen alkalischen
Puffers ctwas weniger als die stéchiometrische Menge an NaOH zugegeben
wird. Dieses Medium hat nach beendeter Reaktion cin py von ca. 5. Eine wei-
tere Erhohung der Reaktionsgeschwindigkeit erzielten wir durch Arbeiten in
moglichst hoher Konzentration und durch Erhohung des Mol.-Verhiltnisses von
Cer-Salz zu B,,-Art. So konnten wir eine quantitative Spaltung von Pseudo-
vitamin B,,, Faktor A und Faktor 1II innerhalb von 20 Min. erzielen. Der
Abbau von Vitamin B,, ging jedoch nicht iiber 609, hinaus (Abbild. 1).
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Abbild. 1. Hydrolyse von Vitamin B, (1), Faktor III (2), Faktor A (3) und Pseudo-
vitamin B,, (4) mit Cer(I1I)-hydroxyd ohne CN®-Zusatz (links) und mit CN€-Zusatz
(rechts). Je Versuch wurden 7.84 mg der B,,-Art, in 1.0 com Wasser geldst, mit 0.6 ccm
einer 0.333 m Loésung von Ce(NO;)s-6H,0, 0.5 cem 1 » NaOH und (in der einen Versuchs-
hilfte) 0.03 ccm einer 10-proz. wabBrigen HCN-Losung versetzt und im verschlossenen
Robr im Wasserbad (95°) geschiittelt. Der Reaktionsverlauf wurde papierchromatogra-
phisch und papierelektrophoretisch durch Bestimmung der Menge an entstandenem Atio-
cobalamin verfolgt

Die relativ langsame Spaltung von Vitamin B,, durch das sonst so wirksame De-
phosphorylierungssystem kann nur durch eine weitgehende ,,Maskierung* des Nucleo-
tides erklirt werden. Im Raummodell des Vitamins B,, ist: das Nucleotid weitgehend von
den Atomgruppen des porphyrinahnlichen Grundkomplexes umschlossen, es befindet sich
also griBtenteils in der ,,inneren Sphére* des Komplexes. Aus den Abbauversuchen mit
Cerhydroxyd muB geschlossen werden, daB die Nucleotide der iibrigen B,,-Faktoren we-
niger maskiert sind (sie gehéren also in hoherem MaBe der ,,iuBeren Sphire*’ des Kom-
plexes an, als dies im Vitamin B,, der Fall ist). Das AusmaB, in dem das Nucleotid der
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betreffenden B,,-Art der inneren bzw. duleren Sphare des Komplexes angehért, kann nur
von der Bindungsstiirke zwischen dem Kobaltatom und dem Imidazolstickstoff abhingen.
Da8 die Stirke dieser Bindung in der Reihenfolge Vitamin B,,, Faktor III, Purin-cobal-
amine abnimmt, 1aBt sich qualitativ bereits im Papierchromatogramm zeigen, wenn mit
einem bestimmten CNO-UberschuB entwickelt wird: Bei gewisser CN©-Konzentration
wandert Vitamin B,, als roter Fleck (‘V[onocynnokomplex) und die iibrigen Faktoren als
violette Flecke (Dicyanokomplexe); bei geringerem CNO-Uberschu wandern Vitamin B,
und Faktor III als rote, die Purin-cobalamine als violctte Flecke; bei weiterer Verminde-
rung der CN®-Konzentration wandern alle B,,-Arten als rote Flecke. In den Dicyano-
komplexen ist die Bindung zwischen dem Kobaltatom und dem Imidazolstickstoff ge-
16st1), und diese Spaltung geht, wie wir bereits aus den einfachen papierchromatographi-
schen Versuchen entnahmen, am schwierigsten beim Vitamin B,; und am leichtesten bei
den Purin-cobalaminen vor sich. DaB in den Dicyanokomplexen der B;-Vitamine das
Nucleotid praktisch der duBeren Sphére des Komplexes angehort, geht aus den Methylie-
rungsversuchen an Faktor IIT und Vitamin B,, hervor?!).

Es konnte danach erwartet werden, daB die Cer-Spaltung der Vitamine
der B,,-Gruppe (und vor allem die des Vitamins B,,) durch Zusatz von CN®
beschleunigt werden kann. Diese Erwartung erfiillte sich vollkommen, und wir
erzielten in Ansitzen, in denen auf 1 Mol. der B,,-Art 20 Moll. HCN kamen,
eine praktisch quantitative Spaltung von Vitamin B,, in 20 Min. (Abbild. 1).

Wir gingen anschlieBend dazu iiber, Pseudovitamin B,, in priparativem
MaBstab mit Cerhydroxyd zu spalten, vor allem um das Nucleosid zu gewin-
nen und zu charakterisieren.

Uber den Nucleotidanteil des Pseudovitamins B,,5) war bis jetzt nur be-
kannt, daB er an Stelle des 5.6-Dimethyl-benzimidazols (im Vitamin B,,) Ade-
nin enthilt$). Von besonderem Interesse war
die Frage nach der Struktur des Nucleosides,
von dem als Folge der Strukturerforschung
des Vitamins B,,?) die Konfiguration 7-a ver-
langt wird ®), wogegen alle bisher in der Natur
aufgefundenen Purinnucleoside die Konfigu-

ration 9-p haben. Die a-glykosidische Bindung O\ 0 N\ \
wurde auch im Nucleosid des Vitamins B,,®) 4 ¥ \/ (‘,\f
und des Faktors III!?) gefunden. Die For- HO/ o HO “w \lzN -
derung nach der 7-x-glykosidischen Bindung ¢— ¢ | nNm,
im Pseudovitamin B,, erscheint auf Grund B/ H H\(’:

des nebenstehenden Formelbildes verstind. I H

]ich. Darin liegt die Ebene des Riboseringes HOC%O/

5) J. J. Pfiffner, D. G. Calkins et al., Abstr. of 120t" Meeting of Amer. chem. Soc .y
New York, 1951, 23 C.

¢) H. W. Dion, D. G. Calkins u. J. J. Pfiffner, J. Amer. chem. Soc. 74, 1108 [1952].

) D. C. Hodgkin, J. Pickworth, J. H. Robertson, K, N. Trueblood, R. J.
Prosen u. J. G. White; R. Bonnet, J. R. Cannon, A.W.Johnson, I. Sutherland,
A.R.Todd u. E. L. Smith, Nature [London] 176, 325, 328 [1855].

8) D. C. Hodgkin, s. dazu Biochemical Society Symposia No. 13, “The Biochemistry
of Vitamin B,,*, Cambridge, University Press 1955, S. 28, Fufinote.

%) N. G. Brink, F. W, Holly, C. H. Shunk, E. W. Peel, J. J. Cahill u. K. Fol-
kers, J. Amer. chem. Soc. 72, 1868 [1950]. .

18) C. H. Shunk, F. M. Robinson, J. E. McPherson, M. M. Gasser u. K. Folkers.
J. Amer. chem. Soc. 78, 3228 [1956].
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senkrecht zur Ebene des Adenins und die Aminogruppe des Adenins aus
sterischen Griinden dem kobalthaltigen Grundkomplex abgewandt.

Die Gewinnung der Nucleoside aus den Purin-cobalaminen wurde bisher
teils mangels einer geeigneten Methode teils mange!s an Ausgangsmateria' noch
nicht in Angriff genommen. Die sehr siurelabile glykosidische Bindung wird
bereits unter den Bedingungen der Abspaltung des Nucleotides gelost. Aika-
lische Abbaubedingungen, die iibrigens das Atiocobalamin unter Spaltung der
Siureamidbindungen angreifen, wurden bisher nicht niher untersucht. Die
#uBerst schonende Hydrolyse mit Cerhydroxyd erschien daher fiir diesen Pro-
zel besonders geeignet. Nach der Einwirkung des Cerhydroxyds auf Pseudo-
vitamin B,, trennten wir die Hydrolyseprodukte im Prinzip nach der Methode
von W. E. Cohn!!) und Todd u. a.12) unter Benutzung des stark basischen
Austauschers Dowex-2 in der Formiatform. Dabei wurde Atiocobalamin von
e'ner bei 271 myu absorbierenden Fraktion getrennt, die durch Chromatogra.-
phie an dem carboxylhaltigen Austauscher Amberlite IRC-50 weiter gere’nigt
wurde. Aus der bei 271 myu absorbierenden Fraktion kristallisierten farblose
Rhomboide vom Schmp. 218—-222°,

Beim Erhitzen in 0.05 » HCl auf 100° wihrend 15 Min. wurde die Substam
zu Adenin und p-Ribose gespalten. Das Adenin wurde durch Papierchromato-
graphie und durch Ermittlung des Absorptionsspektrumsi®) bei pg 1 und
Pu 8, die Ribose durch Papierchromatographiel4) nachgewiesen. Nach Ent-
wicklung mit (1) Butanol-Essigsiure-Wasser bzw. mit (2) Butanol-Athanol-
Wasser-NH,; und Besprithen mit Anilinphthalat wurden Flecke mit den Rg-
Werten (1) 0.31 und (2) 0.22 beobachtet. p-Ribose (Handelspriparat) hatte
die gleichen Rp-Werte. Die quantitative Verfolgung der Séurehydrolyse er-
gab, daB aus 1 Mol. der Substanz (267.2) 1 Mol. Adenin (spektrophotometrisch
bestimmt) und 1 Mol. Ribose (bestimmt mit Hilfe der Orcin-Reaktion1®)) ge-
bildet werden. 1 Mol. der Substanz verbraucht in wiBriger Losung wihrend 5
bzw, 20 Min. 0.99 bzw. 1.02 Moll. Perjodat!®), der Stickstoffgehalt entspricht
dem erwarteten. Durch diese Eigenschaften wurde die Substanz als ein Ade-
nin-ribofuranosid charakterisiert. Sie unterscheidet sich jedoch eindeutig vom
Adenosin durch Schmelzpunkt, Kristallform (Adenosin kristallisiert aus Was-
ser in feinen Nadeln), optische Drehung ([a]p: 0° in Wasser; ¢ = 0.262), chro-
matographisches Verhalten (R,gensin = 0.55; aufsteigend, Whatman-1-Papier,
Entwicklungsdauer 24 Stdn., Entwickler wassergesittigtes n-Butanol) und Ab-
sorptionsspektrum (vergl. Tafel 1 und Abbild. 2).

Ihr Absorptionsspektrum (Abbild. 2) dhnelt dem des 7-Methyl-adenins??),
woraus ersichtlich ist, daB das Ribosemolekiil nicht am N®, sondern am N7
1) J. Amer. chem. Soc. 72, 1471 [1950]; Ann. N.Y. Acad. Sci. 57, 204 [1853].

12) W. Andersen, C. A. Dekker u. A. R. Todd, J. chem. Soc. [London] 1952, 272].

13) E. Chargaff u. J. N. Davidson, The Nucleic Acids, Academic Press Inc., Publ,,
New York 1955.

1) F. Cramer, Papierchromatographie, 2. Aufl., Verlag Chemie, Weinheim/Bergstr.,
1953, S. 69-72.

15) D. Glick, Methods of Biochemical Analysis, Interscience Publ., New York, Vol. 1,

1954. 16y 1.¢.15), Vol. III, 1956.
17) .M. Gulland u. E. R. Holiday, J. chem. Soc. [London] 1986, 765.
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Tafel 1. Identifizierung des Ribosides aus Pseudovitamin Bj,durch Vergleich
seiner UV.Absorptionsmaxima mit denen verwandter Substanzen

A in mp ! €103
Substanz 0.05n
HCl NeOH | HCO | NaOH
Nucleosid aus {-By, ...... 273 271 136 | 98
7-Methyl-adenin') ....... 269 269 146 | 114
Adenosin'?) ............. 260 260 14.2 . 14.3
9-Methyl-adenin'?) ....... 260 260 14.2 | 14.7
~—H(em”’)
0 »

225 250 75 00
Afmp)——

Abbild. 2. Absorptionsspektrum des Nucleosides aus Pseudovitamin B, in 0.1-0.001 »

HCI (1), in 0.05 m Glykokollpuffer, pg 3.4 (2), in 0.05 m Acetat-Essigsaure-Puffer, pg 4.1

(3), pg 4.4 (4), pg 5.0 (5), in Wasser sowie in 0.16 m NH,Cl-NH,OH-Puffer vom py 8.0

und in 0.01 » KOH (8). Die isosbestischen Punkte a und b entsprechen dem Gleichgewicht
Kation <5 freie Base (pg = 3.9)

des Adenins haftet. Durch die ermittelten Eigenschaften ist das Nucleosid des
Pseudovitamins B,, als 7-[p-Ribofuranosido]-adenin, eine bisher noch nicht
beschriebene Substanz, charakterisiert. Die UV-Absorptionsspektren des Ade-
nosins und seiner Derivate dhneln bekanntlich weitgehend dem des 9-Methyl-
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adenins, was seinerzeit J. M. Gulland und E. R. Holiday?!?) veranlalte, dem
Adenosin endgiiltig das N°-Atom als Verkniipfungsstelle mit dem Riboserest
zuzuschreiben, was spiiter auf chemischem Wege bestiitigt wurde!8).

Uber die Konfiguration der glykosidischen Bindung des 7-[p-Ribofurano-
sido]-adenins (wir schlagen vor, diese Verbindung kurz Pseudo-adenosin zu
nennen) kann erst dann Endgiiltiges ausgesagt werden, sobald eine Vergleichs-
substanz bekannter Konfiguration gefunden ist. Durch die Tatsache jedoch,
daB der ermittelte Wert der spezif. Drehung um 60° positiver ist als der des
Adenosins, wird die Voraussage von Hodgkin®), daB es sich hier um eine
a-glykosidische Bindung handeclt, gestiitzt.

Beschreibung der Versuche

7-(p-Ribofuranosido]-adenin aus Pseudovitamin B,,: In einem 250 ccm fas-
senden, mit RiickfluBkiihler versehenen Rundkolben loste man 784 mg (5-10-¢ Mol)
Pseudovitamin By, in 100 ccm Wasser und versetzte in der gleichen Reihenfolge mit
60 ccm (200104 Mol) einer 0.333 m Liosung von Ce(NO,),-6H,0, 50 ccm 1.0 » NaOH
(500-10—4 Aquival.) und 3.0 cem {ca. 100-10-4 Mol) einer 10-proz. HCN-Lésung. Das Ge-
misch wurde unter 6fterem Schiitteln 30 Min. auf dem siedenden Wasserbad erhitzt und
nach Erkalten (End-pg ca. 5.0) mit 5 com 25-proz. wiBriger Ammoniaklésung versetzt,
wobei der pg-Wert auf 10-10.5 anstieg. Nach Stehenlassen iiber Nacht im Kiihlraum
wurde die klare Fliissigkeit abdekantiert, der gallertartige Niederschlag von der anhaften-
den Lésung durch Filtration getrennt und mit Wasser gewaschen. Man vereinte die Fil-
trate mit der klaren Reaktionslosung und lieB die Fliissigkeit durch eine Saule aus Dowex-
2-Formiat langsam durchlaufen (KorngréfSie 0.1 mm, Siulendurchmesser 3.5 cm, Hohe
85 cm ; die Siaule wurde vorher mit 0.15 » NH, gewaschen, bis der Durchlauf ein pg von ca.
9.5 hatte). Man eluierte zunachst das Atiocobalamin mit 0.25-proz. waBriger Ammoniak-
16sung, sodann das Nucleosid mit Wasser. Die das Nucleosid enthaltenden Fraktionen
wurden i. Vak. auf ca. 10 ccm eingeengt (py zum SchluB ca. 5) und durch eine Séule aus
Amberlite TRC-50 (Saureform, KorngréBe 0.1 mm, Siulendurchmesser 1.3 cm, Héhe 38
cm) langsam durchgelassen. Die restlichen roten Farbstoffe blieben dabei im oberen Teil
der Saule adsorbiert. Wihrend der Elution mit Wasser verlicB den Austauscher zunachst
die Ameisensiure, der nach einem betrichtlichen Abstand das Nucleosid folgte. Die nucleo-
sidhaltigen Eluate wurden i. Vak. auf ca. 2 ccm eingeengt, wonach im Kiihlraum farblose
Kristalle in Form winziger, meist zu Drusen vereinter Rhomboide ausfielen. Nach dem
Abtrennen, Umbkristallisieren aus 3 ccm Wasser und Trocknen i. Vak. iiber P,0; bei 100°
war die Substanz vollig wasserfrei. Ausb. ca. 75 mg an analysenreiner Substanz. Schmp.
218--222° (Zers., Kofler-Heizbank).

CyoH130,N; (267.2) Ber. N 26.21 Gef. N 26.04

18) B, Lythgoe, H. Smith u. A. R. Todd, J. chem. Soc. [London] 1947, 355.





