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Vitamin B,, , Ethenoadenosylcobalamin, Adenosylcobalamin, Adenosylcobinamide Phosphate,
Adenosyl Factor Ib

Adenosylcobalamin and several analogs of this corrinoid are prepared by an improved method
and separated by an one-step-chromatography on columns of carboxymethylcellulose. Pure water
is the eluting agent. The same method is suitable for the preparation of 1,N®-ethenoadenosyl-
cobalamin, a corrinoid with fluorescent nucleoside.

Den bisher beschriebenen Wegen zur Herstellung
von Adenosylcobalamin und seinen zahlreichen Nu-
cleosidanaloga ist gemeinsam, daf} sie von den stark
nucleophilen Kobalt(I)-corrinoiden und von an
C-5" aktivierten Nucleosiden ausgehen!™3.

Von besonderer Bedeutung sind Verfahren, die
der Synthese von Adenosyl-corrinoiden dienen. Sie
sind natiirlich zumeist auch bei der Synthese von
Nucleosidanaloga der Corrinoide anwendbar. Die
wichtigeren Verfahren werden nachfolgend kurz be-
sprochen (vgl. auch Tab. I).

Man verwendete zunichst weitaus iiberwiegend
das 2’.3"-Isopropyliden-5'-tosyladenosin als ,,akti-
ves Adenosin®. Diese Methode hat den Nachteil, daf}
die Abspaltung der Isopropylidengruppe vom ferti-
gen Corrinoid Bedingungen (z.B. 0,1 N HCI bei
90 °C wihrend 15 min) erfordert, unter denen be-
triichtliche Mengen an Hydrolyseprodukten gebildet
werden (s.w.u.). Ahnliche Nachteile diirften dem
2’.3"-Diacetyl-5"-tosyladenosin ¢ anhaften.

Um die destruktive Saurehydrolyse zu umgehen,
verwendeten Morley u. Hogenkamp 5 das 2".3"-p-
Anisyliden-5"-tosyladenosin. Die Anisylidengruppe
lafit sich durch relativ milde Saurehydrolyse vom
Corrinoid entfernen unter Bildung von nur ,,Spu-
ren“ an Nebenprodukten; sie ist etwa zehnmal
sdurelabiler als die Isopropylidengruppe °.

Direkte Tosylierung des ungeschiitzten Adenosins
und Umsetzung von Bjs, mit rohem 5’-Tosyladeno-
sin brachte bescheidene Ausbeuten an Adenosyl-
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cobalamin?. Bei dieser Methode registrierten aller-
dings Zagalak u. Pawelkiewicz® eine Ausbeute von
40-50% Adenosylcobalamin, ausgehend vom
Cyano-cobalamin. Spiter benutzte man zur Partial-
synthese von Adenosyl corrinoiden ein aus 5'-Tosyl-
adenosin-2".3"-cyclocarbonat hergestelltes 5"-Tosyl-
adenosin-Konzentrat® bzw. aus 2.3’ lemethyI
amlnobenzyhdenS -tosyladenosin hergestelltes rei-
nes 5-Tosyladenosin . Kiirzlich adenosylierten
Schlecht u. Miiller ! an Sepharose gebundenes Ko-
balt(I)-cobalamin mit 5"-Tosyladenosin 112, welches
durch Séurehydrolyse des 2’.3"-Isopropyliden-5'-
tosyladenosins hergestellt worden war. Heute ist
reines, stabiles 5-Tosyladenosin allgemein zuging-
lich 12,

Schneider u. Friedmann '? verwendeten 5’-Jod-5'-
desoxyadenosm zur Darstellung von Adenosylcobal-
amin-5"-phosphat, ausgehend vom Cyanocobalamin-
5'-phosphat. Erwihnenswert ist ferner die Verwen-
dung an C-5" chlorierter Derivate des Adenosins !4,

Als Nebenprodukte der Adenosylierungsreaktio-
nen treten stets ,stabile gelbe Corrinoide® auf. Sie
enthalten wahrscheinlich einen verinderten Corrin-
ring 1. Weitere Nebenprodukte der Adenosyherung
(ausgehend vom 2’.3"-Isopropyliden-5’-tosyladeno-
sin) sind Aquacobalamin % 142 ynd Adenosyl cobal-
amincarbonsiure (diese bis etwa 137%) 1717, Die
letzte ist auf die Einwirkung von Mineralsiure bei
der Abspaltung der Isopropylidengruppe zuriickzu-
fiihren. Zagalak u. Pawelkiewicz1® berichten iiber
die Bildung von 20—307% Nebenprodukten der
Adenosylierung.

Zur Reinigung der Reaktionsprodukte dienen vor
allem chromatographische Methoden unter Verwen-
dung von ungepufferter CM-Cellulose 4 1019722,
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DEAE-Cellulose % 19, P-Cellulose ?, Dowex-50 % 6 15
und Sephadex G-15 6. Zumeist erforderte die Rei-
nigung mehrfache Chromatographie. Dowex-50 (ge-
puffert auf pH 3) erlaubt die Abtrennung des
Aqua-cobalamins und der Adenosyl-cobalamincar-
bonsédure vom gebildeten Adenosyl-cobalamin, es er-
fordert jedoch anschlieBende Entsalzung mittels
Phenolextraktion . Ungepufferte CM-Cellulose bin-
det das Adenosyl-cobalamin relativ stark und fiir
seine Elution muf} 2-prozentige Essigsdure verwen-
det werden. Danach folgt erneute Phenolextraktion.
Sephadex G-15 trennt Aqua-cobalamin und wahr-
scheinlich auch Adenosyl-cobalamincarbonsdure nur
partiell vom Adenosyl-cobalamin ab. Amberlite
XAD-2 trennt Adenosyl-cobalamin vom Aqua-cobal-
amin in Gegenwart von Essigsdure und tert-Butanol
sehr gut??*; seine Eignung zur Trennung der Pro-
dukte der Synthese von Adenosyl-cobalamin wurde
anscheinend noch nicht naher untersucht.

Hier wird eine verbesserte chromatographische

Trennung einiger Corrinoide — nach erfolgter
Reaktion zwischen Kobalt(I)-corrinoid und akti-
viertem Nucleosid — beschrieben. Zur vollstindi-

gen Trennung und Reinigung geniigt eine einmalige
Chromatographie an gepufferter bzw. ungepufferter
CM-Cellulosesdule unter Verwendung von Wasser
als Eluens.

Wir beschreiben ferner die Synthese und einige
Eigenschaften eines neuen Analogons des Adenosyl-
cobalamins mit dem stark fluoreszierenden 1.N®-
Athenadenosin als Nucleosidanteil.

Experimenteller Teil

Schmelzpunktbestimmungen wurden mit Kofler-
Mikroheiztisch durchgefiihrt.

Papierchromatographie. Papier Schleicher u.
Schiill 2043 a, aufsteigende Arbeitsweise. Entwick-
ler (in Vol.): 1, sec-Butanol/Wasser = 70/30; 2,
sec-Butanol/Wasser/Eisessig = 70/30/1; 3, sec-
Butanol/Wasser/25% NH; = 50/18/7; 4, Athanol/
Wasser = 70/30; 5, Athanol/Wasser/257 NH; =
20/1/4; 6, nButanol/Wasser/Else551g = 50/30/20;
T tert-Butanol/Wasser/Eisessig = 50/40/10; 8, Iso-
propanol/Wasser/25% NH; = 85/15/1,3; 9, sec-
Butanol/Wasser/Ameisensiure = 30/10/10;

sec-Butanol/Wasser/Monochloressigsiure = 70/
30/1.
Reagenzien.  Chloracetaldehyd (50-prozentige

wiallrige Losung von Fluka, Schweiz) wurde vor
Gebrauch durch Destillation gereinigt und anschlie-
fend mit Natronlauge auf pH 4,5 gebradlt es re-
sultierte eine etwa 40-prozentige Losung. 2”.3"-Iso-

propylidenadenosin, Adenosin und 5’-Tosyladenosin
»zur Analyse“ von Pharma Waldhof. Tosylchlorid
»zur Synthese® von E. Merck, Darmstadt.

2.3 "-Isopropyliden-1.N®-ithenadenosin. 1842 mg
(6 mmol) Isopropylidenadenosin werden in einem
100 ml fassenden Rundkolben mit 40 ml Chloracet-
aldehydlgsung versetzt und bei 37 °C wihrend 24
Stunden unter Rithrung erhitzt. Wahrend der ersten
8 Reaktionsstunden pH-Kontrollen der klaren (zu-
néchst farblosen, spiter gelben) Losung durch lau-
fenden Zusatz von 0,5N NaOH. Nach Reaktions-
ende Einengen im Vakuum bis zur Trockne, Nach-
trocknen des braunen Riickstandes im Vakuum iiber
P,O;, Entsalzung durch Chloroformextraktion,
Trocknen der Chloroformlésung tiber Na,SO, und
Einengen bis zur Trockne im Vakuum. Zur weiteren
Reinigung wird der Riickstand in 15ml Athanol/
Wasser (10/10) aufgenommen und an einer Siule
(3x19cm) aus Amberlite IRP-64-H adsorbiert.
Waschen der Siule zuniichst mit 15 ml Athanol/Was-
ser (10/10), dann mit 11 Wasser, Elution des stark
fluoreszierenden Produktes mit 11 Athanol/Wasser
(10/10) und Einengen bis zur Trockne. Ein Zusatz
von etwas Athanol fiirt zur raschen Kristallisation.
Umkristallisieren aus Athanol ergibt farblose, feine
Nadeln vom Schmelzpunkt 174 —176 °C (Zers.).
Ausbeute 1050 mg. Die Substanz fluoresziert blau
im UV-Licht.

2".3"-Isopropyliden-5’ - tosyl -1.N - iithenadenosin.
494 mg (1,4 mmol) 2".3"-Isopropyliden-1.N®-
dthenadenosin werden in einem Schliffrohr im Hoch-
vakuum bei 105 °C getrocknet und mit 300 mg
(1,575 mmol) p-Toluolsulfonylchlorid in 5ml trok-
kenem Pyridin versetzt. Die Losung wird mit Eis-
wasser gekiihlt, geschiittelt, dann bei 25 °C wih-
rend 20 Stunden stehengelassen und bis zur Trockne
eingeengt. Es folgen nun: Extraktion des Riickstan-
des mit einer eiskalten Mischung aus 10 ml Chloro-
form und 15ml 3N H,SO,, Waschen der Chloro-
formphase zundchst mit 15ml 3~ H,SO,, dann

,mit 20 ml Wasser und schliefllich mit 20 ml gesit-

tigter NaHCOg-Losung, Filtration und Einengen bis
zur Trockne. Der Riickstand wird in 4 ml Chloro-
form gelost und unter stindigem Riihren tropfen-
weise zu 200 ml Petrolather (Siedepunkt 50—
70 °C) zugegeben. Der sofort gebildete kristalline
Niederschlag wird zweimal mit 100 ml Petroldther
gewaschen und im Vakuum getrocknet. Farblose
Mikrokristalle vom Schmelzpunkt 108 —110 °C
(Zers.), Ausbeute 388 mg.

Adenosyl-cobalamin aus Aqua-cobalamin. In
einem 50 ml fassenden MeBkolben werden 1 g
NH,CI, 1 g Zinkpulver und 32 mg Aqua-cobalamin
in 10 ml Wasser unter Eiskithlung wéihrend 20 min
mit Wasserstoff begast und mit 100 mg 5"-Tosyl-



462

adenosin, gelost in 2ml Dimethylformamid, ver-
setzt. Nach weiteren 15 min Wasserstoffdurchleitung
wird das Zinkpulver abfiltriert und die Corrinoid-
16sung der Phenolextraktion unterworfen. Zur Rei-
nigung und Trennung des gebildeten Adenosyl-
cobalamins dient eine mit etwa 0,05M Natrium-
acetat auf pH 4,4 eingestellte CM-Cellulosesiule
(2,9 x21 cm). Beim Entwickeln mit Wasser wan-
dert zunichst eine orangerote schwache Vorzone, ge-
folgt von der Zone des Adenosyl-cobalamins (Aus-
beute 26 mg, entsprechend 71% der Theorie). Im
oberen Sdulenteil verbleiben nicht-umgesetztes Aqua-
cobalamin und einige Nebenprodukte.

Adenosyl-cobalamin aus Cyano-cobalamin. Bei
Einhaltung der gleichen Arbeitsweise (s. oben) war
die Ausbeute an Adenosyl-cobalamin nur etwa 30%.
Sie wurde auf etwa 50% erhoht, wenn beim Durch-
leiten von Wasserstoff wahrend der ersten 20 min
(vor der Zugabe des 5’-Tosyladenosins) die Tem-
peratur von 50 °C eingehalten wurde (wirksamere
Entfernung der Blausdure). Nach anschliellender
Kiihlung wurde wie oben gearbeitet. Aufler Adeno-
syl-cobalamin wurden gewonnen: Cyano-cobalamin
(17%), Aqua-cobalamin (13%) und ,stabile gelbe
Corronoide® (15%).

Adenosyl-cobinamidphosphat aus Cyano-aqua-
cobinamidphosphat. Arbeitsweise wie bei der Dar-
stellung von Adenosyl-cobalamin aus Aqua-cobal-
amin, mit dem Unterschied, daB hier eine ungepuf-
ferte CM-Cellulosesdule (2,8 %14 cm fiir 66 mg
Cyano-aqua-corrinoid) verwendet wurde. Beim
Entwickeln mit Wasser wandert nicht-umgesetztes
Cobinamidphosphat mit der Losungsmittelfront.
Adenosyl-cobinamidphosphat bewegt sich langsam
und wird in reiner Form gewonnen. Im oberen Sau-
lenteil verbleibt etwas Diaqua-cobinamidphosphat.
Ausgehend von 66 mg Cyano-aqua-cobinamidphos-
phat erhidlt man 38 mg Adenosyl-cobinamidphos-
phat, was einer Ausbeute von 58% entspricht.

Adenosyl-Faktor Ib wird dhnlich wie Adenosyl-
cobinamidphosphat dargestellt, die zuletzt genannte,
Substanz bewegt sich jedoch etwas langsamer wih-
rend der Chromatographie. Ausgehend von 56 mg
Cyano-aqua-Faktor Ib erhielt man 35,8 mg Adeno-
syl-Faktor Ib, was einer Ausbeute von 647 ent-
spricht.

Isopropyliden-1.N®-dthenadenosyl-cobalamin. Man
arbeitete dhnlich wie bei der Herstellung von Adeno-
syl-cobalamin aus Aqua-cobalamin, zur Chromato-
graphie wurde allerdings eine ungepufferte CM-Cel-
lulosesaule verwendet. Ausgehend von 40 mg Aqua-
cobalamin und 100 mg 2’.3"-Isopropyliden-5’-tosyl-
1.NS.ithenadenosin erhielt man 33 mg Isopro-
pyliden-1.NS-ithenadenosyl-cobalamin ~ (Ausbeute
70%.)
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1.N®-Athenadenosyl-cobalamin. 33 mg Isopro-
pyliden-1.N%-ithenadenosyl-cobalamin werden in
einem 50 ml fassenden Rundkolben mit 15m] 0,1 N
HCI versetzt und wihrend 20 min auf 90 °C erhitzt.
Es folgen nun: rasches Kiihlen mit Eiswasser, Neu-
tralisation mit 15 ml 0,1 N NaOH, Phenolextraktion
und Chromatographie an einer gepufferten (pH 4,4)
CM-Cellulosesiure (2,8 % 19 cm). Beim Entwickeln
mit Wasser bewegen sich in der Séule zwei starke
Zomen: die erste, schnelle, besteht aus etwa 10 mg
1.NG-Athenadenosyl-cobalamincarbonséiuren (davon
75% Mono- und 25% Dicarbonsiure), die zweite,
langsamere, aus etwa 15mg 1.NS-Athenadenosyl-
cobalamin (Ausbeute 40%).

Dieses hat folgende Absorptionsmaxima (in nm)
in Wasser: 258 (Schulter), 266, 277, 290, 315,
338, 378, 525 und in 0,05~ HCI: 264, 274, 286,
305, 382, 460 (s. auch Abb. 1).

Ergebnisse und Diskussion

Darstellung adenosylierter Corrinoide

Die aus analysenreinem 5’-Tosyladenosin ! und
einigen Kobalt(I)-corrinoiden dargestellten Adeno-
syl-corrinoide wurden nach Phenolextraktion in
etnem Schritt sdulenchromatographisch gereinigt.
Man benutzte hierzu CM-Cellulose und Wasser als
Entwickler.

In auf pH 4,4 gepufferter CM-Celluloseséule
wandert das Adenosyl-cobalamin langsam und 1dft
sich in reiner Form gewinnen (Ausbeute 71%, aus-
gehend vom Aqua-cobalamin bzw. 50%, ausgehend
vom Cyano-cobalamin). Cyano-cobalamin und Ade-
nosyl-cobalamincarbonséure bewegen sich rasch und
werden quantitativ abgetrennt, Aqua-cobalamin ver-
bleibt im oberen Séulenteil. Diese Arbeitsweise (ge-
pufferte CM-Celluloseséule und Wasser als Entwick-
ler) ist einfacher als die frithere Verwendung un-
gepufferter CM-Cellulosesidule und Elution des Ade-
nosyl-cobalamins mit 2-prozentiger Essigsdure mit
anschlieBender Phenolextraktion (s. Tab. I).

Adenosyl-cobinamidphosphat ~ (dargestellt aus
Cyano-cobinamidphosphat) wurde mittels Chromato-
graphie an ungepufferter CM-Cellulosesdule gerei-
nigt. Das angestrebte Produkt (Ausbeute 58%) wan-
dert in der Sdule langsam und wird vom Diaqua-
cobinamidphosphat (unbeweglich) sowie vom Cyano-
cobinamidphosphat (rasch beweglich) sehr gut ge-
trennt. Diese Art der Reinigung ist einfacher als
die Verwendung von P-Cellulose bei pH 3,6 3.
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Tab. 1. Wichtigere bisher publizierte Verfahren zur Darstellung von Adenosyl-corrinoiden.

Ausgangs-Corrinoid (a—e),
Reduktionsmittel (f—1),
Aktiviertes Adenosin (m—t) *

corrinoides

Entfernung der Schutzgruppe, Reinigung des Adenosyl-

Registrierte
Ausbeute an
Ado-corrinoid

a, f, g, h m1

b, i, m 2
a, i, m2h 22

a, f, m, n4

b, d, k, m18

o8
m 16

-

(=
-

m 16
o f’ pxo

Py oo

a f, r®

a, f, m15

c, f, s?
a, f, m®

Phenolextraktion; Siulenchromatographie and DEAE- und CM-
Cellulose; Hydrolyse mit 0,1 N HCl (16 h, Raumtemperatur
oder 15 min, 90 °C)

Phenolextraktion; Hydrolyse mit verdiinnter Schwefelsdure
Phenolextraktion; Siulenchromatographie an CM-Cellulose
(Elution mit 2% Essigsiure) ; Hydrolyse mit 1 N H,SO, (5 min,
60 °C)

Phenolextraktion; Chromatographie an DEAE- und CM-Cellu-
lose; Hydrolyse mit 0,1 N HC1 (15 min, 90 °C) ; Phenolextrak-
tion; Saulenchromatographie an CM-Cellulose (Entfernung von
Aqua-B,,)

Phenolextraktion; Hydrolyse mit verdiinnter Salzsdure (30 min,
25—30 °C); Phenolextraktion; Elektrophorese in 1N Essig-
sdure

Phenolextraktion; Elektrophorese; Papierchromatographie
Hydrolyse mit 0,1N HCl (30 min, 90 °C); Neutralisation;
Verdampfung; Sdulenchromatographie an Sephadex G-15

‘Wie oben

Phenolextraktion; Sdulenchromatographie an CM-Cellulose
(Elution mit 2% Essigsdure)

Phenolextraktion; Hydrolyse mit 1M Phosphorsdure (12h,
Raumtemperatur) oder 80% Essigsdure (24 h, 38 °C); Neutra-
lisation; Chromatographie an Dowex-50x2, pH 3
Sdulenchromatographie an Dowex-50x2, pH 3 (Aqua-B,, bleibt
in der Sdule); Phenolextraktion; Hydrolyse mit 0,2 N HCI
(24h, Raumtemperatur); Chromatographie an Dowex-50x2,
pH 3; Phenolextraktion

Phenolextraktion; Sdulenchromatographie an P-Cellulose
Sdulenchromatographie an Dowex-50x2, pH 3; Phenolextrak-
tion; Hydrolyse mit 0,2 N HCl (Raumtemperatur, 24 h) ; Séau-
lenchromatographie an Dowex-50x2, pH 3 (Ado-B,,-Carbon-
sdure lduft rasch durch, Aqua-B,, bleibt in der Sdule) ; Phenol-

71,3—179%

90 mg aus
250 mg Aqua-B,,

40—50%
68—177%

Sehr gering
78%
85%

54%

40%

214 mg

krist Produkt
aus 440 mg
Aqua-B,,

extraktion

e, f, t13 Papierchromatographie ; Elektrophorese

* Ausgangs-Corrinoid: a, Aqua-cobalamin; b, Cyano-cobalamin; c¢, Diaqua-cobinamid; d, Cyano-cobinamid; e, Cyano-
cobalamin-5’-phosphat. Reduktionsmittel: f, Na-Borhydrid; g, Chrom (II)-Salz in EDTA-Puffer, pH 9,5; h, Zn und ver-
diinnte Essigsiure; i, Zn und 10% NH,Cl; k, Zn, Mg und 10% NH,Cl; 1, NaHS oder Glutathion. Aktiviertes Adeno-
sin: m, 2’.3’-Isopropyliden-5’-tosyladenosin; n, 2’.3’-Diacetyl-5’-tosyladenosin; o, rohes 5’-Tosyladenosin, hergestellt in
situ durch direkte Tosylierung von Adenosin; p, 5-Tosyladenosin, hergestellt aus 2’.3’-p-Dimethylaminobenzyliden-5’-to-
syladenosin; r, 2’.3’-p-Anisyliden-5"-tosyladenosin; s, 5’-Tosyladenosin, hergestellt in situ aus 5’-Tosyladenosin-2’.3’-cyclo-

carbonat; t, 5’-Jod-5’-desoxyadenosin.

Die gleiche Methode fithrte zur Darstellung von
Adenosyl-Faktor Ib (Ausbeute 64%), ausgehend
von der Cyano-aqua-Form dieses Corrinoides.

Darstellung und Eigenschaften des 1.N®-Athenade-
nosyl-cobalamins

Chloracetaldehyd reagiert in schwach saurem
Milieu mit Adenosin unter Bildung von 1.N®-
Athenadenosin 24, Diese Verbindung zeichnet sich
durch eine sehr intensive Fluoreszenz aus und kann
deshalb zur Markierung adeninhaltiger Verbindun-
gen benutzt werden 2% 26, 29,

Wir synthetisierten ein Analogon des Adenosyl-
cobalamins, enthaltend als ,,oberen“ Liganden den

1.N6-Athenadenosylrest, um einige Eigenschaften
dieses lichtempfindlichen Corrinoides zu priifen. Die
Frage, ob das synthetisierte Corrinoid in enzymati-
schen Reaktionen das Adenosyl-cobalamin ersetzen
kann und dabei wie dieses in Nucleosid und Byo, ge-
spalten wird, soll erst spéter untersucht werden. Die
intensive Fluoreszenz des 1.N®-Athenadenosins
diirfte den Nachweis der Spaltung erleichtern.

2’.3"-Isopropyliden-1.N®-ithenadenosin wurde nach
der fiir 1.N®.Athenadenosin beschriebenen, jedoch
etwas modifizierten Methode ?* dargestellt. Die aus
Athanol gut kristallisierende Substanz schmilzt bei
etwa 175°C mit Zersetzung, fluoresziert intensiv
und hat erwartungsgema8 das Absorptionsspektrum
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Tab. II. Papierchromatographische Beweglichkeiten der dargestelten Adenosinanaloga.

Adenosinanalogon Entwickler

1 2 3 4 5 6 7 8
1.NS-Athenadenosin & 0,91 0,90 0,99 1,21 1,30 0,78 0,65 1,04
2’.3’-Isopropyliden-1.N®-ithenadenosin b 1,08 1,05 1,08 1,12 1,22 0,97 0,92 1,16
2’.3’-Isopropyliden-1.N8-dthenadenosin ¢ 1,98 2,08 2,02 1,34 1,70 1,89 2,60 2,40
2’.3’-Isopropyliden-5’-tosyl-1.N®-ithenadenosin 4 1,26

a Beweglichkeit des Adenosins = 1; b Beweglichkeit des 2’.3"-Isopropylidenadenosins

= 1; ¢ Beweglichkeit des 1.N°®-

Athenadenosins = 1; ¢ Beweglichkeit des 2’.3’-Isopropyliden-1.N%-ithenadenosins = 1.

des 1.NS-Athenadenosins 24, Thre papierchromato-
graphischen Eigenschaften zeigt Tab. II. Elektro-
phoretisch unterscheiden sich 1.N®-Athenadenosin 2*
und 2’.3"-Isopropyliden-1.NS-ithenadenosin bei pH
2,5 (0,5~ Essigsdure) und pH 10,7 (0,05M Na-
triumcarbonat) nicht vom Adenosin bzw. 2’.3"-Iso-
propylidenadenosin. 2".3"-Isopropyliden-1.N®-then-
adenosin ist, dhnlich wie 1.NS-Athenadenosin, in
0,01 N NaOH sehr instabil. Bereits nach 45 min wer-
den stark erhohte Extinktionen beobachtet, nach
einigen Stunden sind die Maxima bei 265 und
275nm durch ein hoheres Maximum bei 267 nm
und ein Minimum bei 242 nm ersetzt.

Tosylierung des 2’.3"-Isopropyliden-1.NS-then-
adenosins ergab das kristalline 2".3"-Isopropyliden-
5’-tosyl-1.N®-ithenadenosin, welches mit reduzier-
tem Aqua-cobalamin (Bis;) zum Isopropyliden-1.NS-
dthenadenosyl-cobalamin mit 70% Ausbeute umge-
setzt wurde. Behandlung dieses Corrinoides mit
0,1 N HCI (20 min, 90 °C), Neutralisation, Phenol-
extraktion und Sdulenchromatographie an gepuffer-
ter (pH 4,4) CM-Cellulose fiihrten zum 1.N®-Athen-
adenosyl-cobalamin mit 40% Ausbeute, ausgehend
vom Isopropyliden-corrinoid. Das neue Corrinoid
unterscheidet sich vom Adenosyl-cobalamin durch
sein charakteristisches Absorptionsspektrum im UV-

40 T T T T T T

e

1

1 1
300 400 500 600
2 [nm]—

Abb. 1. Absorptionsspektrum von 1.N®-Athenadenosyl-cobal-
amin in Wasser (: ), in 0,05N HCl (———) und
nach Photolyse in Wasser in Gegenwart von etwas HCN

Bereich (Abb. 1), die beiden Cobalamine &hneln je-
doch einander papierchromatographisch (Tab. III)
und elektrophoretisch (Tab. IV). Aus Elektro-
phoreseversuchen lassen sich die pK-Werte der dar-
gestellten Corrinoide abschatzen: 3,4 und 6,7 fir

Tab. III. Papierchromatographische Beweglichkeiten der
synthetisierten Corrinoide (Beweglichkeit des Cyano-cobal-
amins = 1).

Corrinoid Entwickler

1 2 3 9 10
Isopropylidenadenosyl-
cobalamin 1,36 1,48 1,34
Isopropyliden-1.N¢-
athenadenosyl-
cobalamin 1,38 1,32 1,30
Adenosyl-cobalamin 0,81 081 0,71
1.N%-Athenadenosyl-
cobalamin 0,81 0,81 0,81
Adenosyl-cobinamid-
phosphat 0,22 032 0,18 040 0,24
Adenosyl-Faktor I b 1,12 1,16 1,11 0,82 1,07

Tab. IV. Relative papierelektrophoretische Beweglichkeiten
von Adenosyl-cobinamidphosphat (1), Adenosyl-Faktor Ib
(2), Adenosyl-cobalamin (3) und 1.N®-Athenadenosyl-cobal-
amin (4) gegen die Kathode (k) bzw. gegen die Anode (a).
Beweglichkeiten stets bezogen auf Faktor B (= 1) und
Cyano-cobalamin (=0). Fleckfarben: Corrinoide 1 and 2
gelb, Corrinoide 3 und 4 orange bei pH < 4, ziegelrot bei
pH = 4,5. Pufferlésungen: Glycin/HCl, 0,05M (pH 2,0);
Essigsdure, 0,5N (pH 2,5); Citronensidure/Natriumcitrat,
0,05M (pH 3,4 bis 5,2); Natriumacetat, 0,05M (pH 6,5) ;
Natriumhydrogencarbonat, 0,05M (pH 8,0) ; Natriumcarbo-
nat, 0,05M (pH 10,8). Papier Schleicher u. Schiill 2043

bMgl.
Corrinoid

pH 1 2 3 4

2,0 (k) 0,79 (k) 0,65 (k) 1,23 (k) 1,30
2,5 (k) 0,72 (k) 0,57 (k) 1,08 (k) 1,21
3.4 (k) 0,46 (k) 0,34 (k) 0,67 (k) 0,75
4,0 0,0 (k) 0,06 (k) 0,15 (k) 0,34
4,5 0,0 0,0 0,0 0,0
5,2 (a) 0,11 0,0 0,0 0,0
6,5 (a) 0,44 0,0 0,0 0,0
8,0 (a) 0,92 0,0 0,0 0,0
10,8 (a) 1,00 0,0 0,0 0,0
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Adenosyl-cobinamidphosphat, 3,0 fiir Adenosyl-
Faktor I'b, 3,5 fiir Adenosyl-cobalamin und 3,7 fiir
1.NS.Athenadenosyl-cobalamin. Aerobe Photolyse
(zur Methodik vgl. Taylor et al.?”) in Wasser unter
Verwendung einer Wolframlampe (100 W, Entfer-
nung 45 cm) zeigte, daB 1.N6-Athenadenosyl-cobal-
amin etwas stabiler ist als Adenosyl-cobalamin (etwa
85% der Lichtempfindlichkeit des Adenosyl-cobal-
amins).

Gegeniiber Escherichia coli 113-3 ist 1.N®-Athen-
adenosyl-cobalamin deutlich weniger aktiv (70%)
als Adenosyl-cobalamin (84%) und Cyano-cobal-
amin (100%). Nach Belichtung in Gegenwart von
etwas Blausdure werden erwartungsgemil keine Ak-
tivitatsunterschiede beobachtet.

Nach Abschlufl dieser Arbeit nehmen wir zur
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