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55. Flavosemichinon-Metallchelate: Modelle zur Erklirung der
«active site» in den mitochondrialen Flavoenzymen

Zum Verhalten des Riboflavins gegen Metallionen TII [1]%)
von P, Hemmerich
(19. X1I. 63)

In vorangehenden Arbeiten [2] wurde gezeigt, dass in verdiinnter wisseriger O,-
freier Losung keine Wechselwirkung des Isoalloxazin-(Flavin)-Systems, d.h. der
prosthetischen Gruppe der Flavoenzyme, mit zweiwertigen Metallionen — ausgenom-
men Hg?* — feststellbar ist. Eine auffallend starke Affinitdt besteht jedoch beim Ag*,
welches mit Flavinen intensiv rote 1:1-Chelate oxinat-analoger Struktur auszubilden
vermag. Deren Stabilitit, welche mit log Kﬁfﬂ,gaﬁ 8 um mindestens fiinf Zehner-
potenzen grosser gefunden wurde als diejenige des (nicht mehr messbaren) Cull-
Analogen, wurde auf einen Metall-Ligand-Ladungstransfer zuriickgefiithrt, bei
welchem ein Elektron aus einem gefiillten d_-Orbital des4'0-Ions in das energiedrmste
n*-Orbital?) des Akzeptorliganden delokalisiert ist.

1) Die Ziffern in eckigen Klammern verweisen auf das Literaturverzeichnis, Seite 475.
%) Zur Elektroaffinitit des Flavochinons vgl. KARREMAN [3].
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Daraus waren zwei Schliisse zu ziehen:

1. Die oxydierte Stufe des Flavins (F1H, «Flavochinon») hat offenbar eine spez:-
[fische Affinitdt zu Donor-Metallionen. Es musste sich also, unter geeigneten Bedingun-
gen, eine Wechselwirkung mit allen diesen Metallionen feststellen lassen, also mit
Agt, Cut, Aut, Hgi*, Hg?+, Fe?+, MoO3+. Tatsichlich konnten wir inzwischen mit allen
diesen Ionen — allerdings grossenteils nur in wasserfreiem oder wasserarmem Milieu -
Flavinkomplexe in Lésung nachweisen und analysieren [4].

& £ koo
Hayl \{/\’/10\/\ 2/O H3(\|/\/ \” O H3(’\!//’\}/ \H \1 O
; 5 SNH NH NH
Hx(./\‘”/\N/\i/ H, (/\/\,\,/\/ H, (/\\/\I\ \I
O o H 0
«Flavochinon» (FIH) «Flavosemichinon» (F.TIHQ) Leukoflavin (F1H,)

2. Die um ein Elektron reichere Radikalstufe des Flavins (FIH,, «Flavosemichi-
nony) musste hingegen normale Affinitit zu allen d-Metallionen zeigen. Der pH-
metrisch gefithrte Nachweis, dass dies zutrifft, ist Inhalt dieser Arbeit: Man findet
bei der pH-Titration unter O,-Ausschluss einer zu 50%, oxydierten Losung des Leuko-
flavins (FIH,) bei pH = 6 eine starke Aufhellung von oliv nach hellgelb, welche auf das

Verschwinden des freien Semichinons I:“lH2 hindeutet [4]. Die Rechnung (siehe unten)

macht verstidndlich, warum sich das Gleichgewicht 2 lile = FIH + FlH, im physio-
logischen pH-Bereich mit steigendem pH stetig nach rechts verschiebt (Fig. 1).

#y (%Radikal)

ohne Metall

6 8 10 pH

Fig. 1. Schematische Darstellung dev pH-Abhdngigkeit dev Flavosemichinon-Disproportionicring

Titriert man das System unter H, in Gegenwart von Pd/Si0,, also n vollstandiy
reduziertem Zustand, so findet man gegeniiber der Semichinontitration nur die Menge
der Saure von pK, = 7 4 0,5 erhoht, nicht aber die Lage des Puffergebiets verdndert.
Freisetzung von H* oder Farbanderungen durch zugegebene Schwermetallionen
(Me?t) treten dann unterhalb des Me?+-Hydrolysenbereiches nicht auf. Dem Lewuko-
Sflavin kommt somit keine messbare Metallaffinitit zu.

30
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Fig. 2.  BierruM-Titrationen de$ Flavosemi-
chinons

Fig. 3. Autoxydation von kat. hydrvievtem FAD,
107%m in 0,In  N-Methylmorpholinpuffer

je 40ml 4-10 %M Losung (=1,6-10"%Mol)
in 50-proz. EtOH, 509 red., 1073~ an HCIO,
und 0,1x an NaClO,, titriert bei 50° unter N,
1 ohne Metall

2 +0,3ml 0,05M Ni2*

3 4+0,8ml 0,05m Ni2!

pH 8,0. Lumiflavin-3-cssigsdure gibt ein iden-
tisches Bild.

1 total reduziert | Ni**10~2M hat keinen
2 total rcoxydiert | Einfluss

3 partiell reoxydiert

4 partiell reoxvdiert in Gegenwart von

107 2m Ni2t

Anders bei der (O,-freien) Titration des halbreduzierten Systems in Gegenwart von
Me2*: Es tritt hier nicht Aufhellung ein, sondern Farbumschlag von oliv nach tiefrot;
gleichzeitig werden zusdtzliche Protonen frei (Fig. 2 und 3). Lisst man O, zutreten, so
schiigt die rote Farbe momentan in das Gelb des Flavinchromophors um. Zugleich
treten Me(OH),-Fillungen auf, die O,-Reaktion ist daher irreversibel.

Ersetzt man im Flavinderivat FIH den Wasserstoff in 3-Stellung durch CHj,
(FICH,), so dndert sich das pK, der reduzierten Form nicht wesentlich (s. Tabelle).

Die Dissoziation des F1H, und des Fle muss somit in 1-Stellung erfolgen (s. Formeln).
Auch das Verhalten des halbreduzierten Svstems gegen Me?+ ist beim FICH; und beim
FIH in erster Naherung gleich.

R R

\ H P 3
Hal o N0 N HyC o B A0 .
L G SO0t
HyC” ST NN | CH H T SONTNT | CH,

O (0]
FIH R’ (R’ == H oder CH,)
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Da auch dem Flavochinon, wie eingangs erwdhnt, keine messbare Metallaffinitat--
Donor-Metallionen ausgenommen - zukommt, erschien die Annahme selektiver
Komplexbildung des Semichinons gerechtfertigt. Unter dieser Annahme konnten wir,
wie im folgenden dargelegt, unsere Daten quantitativ auswerten.

Stabilititen dev Flavosemichinon-chelate
Die angegebencn Daten beziehen sich auf 50°C, Flygy, = 4 - 10—3nM, die Werte in { ) auf Flyy =
1,33 - 10-3m. Losungsmittel 50-proz. wisser. C,H,OH, 0,1N NaClO,.

PR}y, Kp Me2+ log Kptine = 0,1
Riboflavin 6,30 0,22 (0,45) Cd (4,0)
Zn 4,6 4,1)
Ni 4,3 (+,0)
Co 4,0
Fe 3,7
Tetra-O-acetyl-riboflavin 6,30 0,22 (0,45) Ni 4,4 (4,0)
3-Methyl-tetra-O-acetyl-riboflavin 6,43 0,12 Cd 4,1
Zn 4,7
Ni 4,9
Co 4,5
IFlavin-Mononucleotid (FMN) enthilt

sek. Phosphat wegen Niederschlagsbildung

nicht quantitativ auswertbar
Flavin-Adenin-Dinucleotid (FAD) 6,60 wegen Unreinheit

A, Diskussion der Sdure-Basen-Gleichgewichte im Flavin-Redoxsystem

Flavin kann in der Chinonstufe als Kation (FIH,t), Neutralkérper (FIH) und
Anion (F1-) vorliegen, in der Semichinonstufe als Kation («Rhodoflaviny, FIH,*) [5],
monomerer (PLIHg) und dimerer Neutralkérper ((lile)z) sowie als Anion (lilH‘) und
dimeres Monoanion («Verdoflavin» [5], (I'"le, I%IH‘))3), in der Leukostufe nur als
Neutralkérper (FIH,;) und Anion (FIH,-). Das Leuko-Kation FIH,* tritt nur bei
negativen pH-Werten auf.

Im uns interessierenden pH-Bereich zwischen 3 und 8 sind in einer zu ~ 509,
oxydierten Leukoflavin-Losung folgende Gleichgewichte zu beriicksichtigen [7]:

+ FIH, < . (FIHy), < * 2R,

A
H H
v K, VI<1?1H2

FIH

+ FIH,” + H+ <> (FH, FIHY) + H+ > 2FIH- 4+ 2H+
Wenn wir die dimeren Partikeln als Ladungstransfer-Komplex betrachten, z.B.

(};‘IH2)2<—> (FIH, F1H,), so ldsst sich verstehen, dass ihre Siure-Basen-Eigenschaften
denen des disproportionierten Gemisches i erster Niherung gleich sind: Das Dimere

(«Flavochinhydron») (I;“IHZ)2 gibt ein Proton ab, welches anndhernd ebenso sauer ist

3) Weitere assoziicrte Partikel in konz. aq. Lésung wurden nachgewiesen durch Gieson, Massey &
ATHERTON [6]. Wir haben deshalb die Standardbedingungen unserer Messungen (50-proz.
Athanol, 50°) so gewihlt, dass Assoziationsphdnomene weitgehend zuriickgedringt werden.
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wie das Leukoflavin-Proton, wie unsere Titrationen zeigen: K ffmn ist — wie schon er-
wihnt — nicht merklich vom Reduktionsgrad abhingig. Bei Abgabe eines zweiten
Protons zerfalit das Dimere, da ein Ladungstransferkomplex aus gleichsinnig ge-
ladenen Partnern nicht stabil ist. Auch die Metallaffinitat eines solchen Molekel-
(Ladungstransfer)-Komplexes kann vernachlissigt werden, da dieser — ebenso wie bei
der Deprotonierung — bei Metallassoziation in seine Komponenten zerfallt. Bei der
Auswertung pH-metrischer Messungen lasst sich daher Flavochinhydron in erster
Niherung als vollstindig disproportioniert ansehen. Diese erste Naherung ist, wie
ScHwARZENBACH & MICHAELIS (7! zeigten, bei Konzentrationen Fl,,, =< 10-4Mm
sogar absolut gliltig. Spektrophotometrisch macht sich die Assoziation unter 600 mu
ebenfalls nicht bemerkbar {6;.

Wir kénnen also das zwischen pH 3 und 8 vorliegende System in erster Naherung stark ver-
vinfachend als aus den Partikeln F1H, I:‘IHZ, FlH,, FlH"‘ und Fl1H,~ bestechend betrachten. Dieses
System ist definiert durch die Dissoziationskonstanten von Semichinon (K II}le) und Leukoflavin

(K?]H‘X)% sowic durch dic Disproportionierungskonstante Ky, des neutralen Semichinons:

[F1H, 2

1
FIH] - [FIH,} M)

Ky =

1is scien nun die Konzentrationen an Gesamtflavin Flyoq, an reduziertem Flavin (jodometrisch
cermittelt) Fliegox und an schwacher Saure (acidimetrisch ermittelt) Flaea (pKy = 7 4- 0,3), so folgt:

Pligg = [FIHE 4+ TFIHE 4 FTH 2
Flr(*dox = [FIH"] 4+ 2 [FIH,"], (3)
1:lacid = ;FIH7:| + i[:le', . (‘”

Dice Anionen sind hier statt der freien Sduren l*:lH.a und FF1Hj cinzusetzen, damit dieses
Gleichungssystem beim Aquivalenzpunkt acidimetrischer Titration (pH == 8,0) Giiltigkeit hat.
Aus (2) bis (4) lassen sich die Konzentrationen der einzelnen Partikeln bei pH 8 crrechnen:

[FIH? = K1 — Fl .. (5)
[FIH,"} = Flrodox - Fla(:id ’ (0)
“$lH7) =2 Flacid_ F]rvdox y (7)

Da die lage des Pulfergebicts, gegeben durch Aﬂ*‘l& FFIH,) im Gegensatz zur Menge an
schwacher Siure -- in erster Naherung vom Oxydationsgrad unabhingig gefunden wird, folgt
IFIH-} < [FIH,"]. Es kann also K?IHag Kfllfu-lz + 11, dirckt aus dem Titrationshalbwert abge-
lesen werden.

Aus (1) folgt fiir dic nun unter Benutzung von (3), (6) und (7) experimentell bestimmbare
Disproportionierung des Semichinon-Anions:

FIH- 2 2a2
Ky o L . - s “ . 3
S ) L M £ ®
wo a = KH b= Kl

FlH, * FlH,

K,y” steigt monoton mit steigendem pH an. Fiir[H] = Hjaq ist K’ bekannt (pH 8, Aquivalenz-
punkt der Titration). Durch Einsetzen in Gl (8) lasst sich nun K|, - 4% ausrechnen.

Y Dice Schreibweise der Symbole bezieht sich auf die im Standardwerk «Stability Constants»,
Chem. Soc. (London), Spec. Publ. 1957, Nr. 6, gegebenen Regeln.
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Betrachtet man andererseits dic von SCHWARZENBACH & MICHAELIS [7, cingefithrte «over-all-
Konstante» % fiir die pH-abhéngige Disproportionierung, so ergibt sich diese zu

([FIH,] + TFIH-)

k= [FIH] - ([FIH4] + [FIH,]) )
[FIELP - (1L Ky | IH0)° (o)
FIH] - [FIH) - (1 + KRy ((H])
Mit Hilfe von (1) ergibt (10) die einfache Form:
k(H) = Kp - (1 + o/[HD?/(1 + bj[H]) . (ty

Im Bereich von 10 -1 < [H] < 1073 (grob 0 < [H] << 1) verhilt sich % wie folgt:

a) fiir [H] > 0 gebt & > K,* (Vernachlassigung von 1 gegen «/[H;-b/[H] fithrt (11) in GL (8)
iber);

b) fiir tH;—>-1 geht £ > K, (4,0 <€1};

c) fiir & — b degeneriert & zu & = K, - (1+a/{H]), fiir 1 > [Hj > 0 monoton anstcigend. Ifiir
a > b steigt dic Funktion noch starker an;

d) fiir & <2 b durchliuft — von einer gewissen Grenze (b 3> 2 a) an - £ cin Minimum, wic ¢s
expevimentell gefunden wird.

dk (1 + o/[H]) - 2- (1 + a/[H]) - (—a/(H]}) ~ (1 + a/(H))* (=b/[H}%)

— Ky - ~ 12
apy P (1 + byrE? 0
wird dann im Diskussionsbercich gleich Null fiir
(Hlmin == @bf/{b—2a). (13)
Wenn man mit (13) in (11) bzw. (8) cingeht, so folgt:
Rpin = Kp - 4a-(b—a)fb?, (14
bzw. Kp’'=Kp-2a-® - 2a)]b? (13)
beim pH minimaler Disproportionierung.
Bei Vernachldssigung von & gegen b erhilt man aus (14) und (13) %,,,, = 2 Kp/, d.h.im Bereich

des 2-Minimums liegt das Semichinon noch nicht vollstindig dissoziiert vor, denn fiir {H] = Hy,
gilt schon & = Kp’, es gilt also [H]yin = Haq-

Die totale Radikalkonzentration durchliuft also bei pH <« 8 ein Minimum, in Ubereinstim-
mung mit unscren Experimenten und auch mit den jiingsten Elektronenspinresonanz-Daten
EBRENBERG’s [8], wofern die Dissoziationskonstantc der Radikalform gegen dic der Leukoform
vernachldssigbar, d.h. um mindestens eine pK-Einheit kleciner ist (b > a). (Fiir & = 2 ¢ wire
[Hipin = oo! gemdss GI. (13).)

Aus (13) folgt:

H]pig =2 @, (16)

3 =

d.h. 0> a ~[Hpgy, = Hy, (17)

107 ist daher cine gute Abschétzung fiir die Dissoziationskonstante K?IH') =g, wenn b == 10769
und Haq = 10780 ist. )

Das Produkt Ky, -4? ist aus (8) bekannt, folglich auch Ky, selbst. Uberdies ist nun % (H) ge-
maéss (11) bekannt fiir alle [H] des Interessenbereichs.

Nachdem so die pH-Abhdngigkeit der Radikal-Konzentration geklart ist, steht noch deren
Abhingigkeit vom Redox-Grad des Systems zur Diskussion. Diese lisst sich wie folgt abschitzen:

Iis sel -1 = [Gesamtes Semichinon]: [(1:‘1H2+ lr‘lH*)‘l
B = [Gesamtes Leukoflavin]: [(FIHg+ FIH,™)
C = [Gesamtes Flavochinon]: {FIH]
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A+ B+ C == Fliot, 4%/B - C = k (Disproportionierungskonstante). Mit Einfithrung der neucn
Variablen # = B]C, welche mit zunehmender Reduktion von 0 iiber 1 (509 Red.) gegen co
(1009 Red.) lauft, folgt:

C = (Fl,, — A)/(»n + 1), (18)
A% (n + 1)2
k= no (Fft;t ~ e und (19)
Fl_.. Vk
9= e _V : (20
1/]/% + ]/n + V/e
Aus A (n) = A(l/n) folgt
Fl,, - k12
Ay =AM =1) = 2R (21)

Daraus folgt mit (20) fiir denjenigen Reduktionsgrad, bei welchem die Semichinonkonzentra-
tion .4 halbmaximal ist:

n (:—izﬂi‘-‘) ~ 16 bzw. 1/16,

solange & gegen 1 vernachlissigt werden kann, was im physiologischen pH-Bercich immer der Fall
ist. D.h. erst bei 69, bzw. 949, Reduktion ist der Semichinon-Anteil auf die Hilite des Maximal-
wertes (bei 509, Reduktion) gesunken. Im Bereich des (schr flachen) Maximums ist A4 daher von »
so gut wie unabhingig, so dass Mittelung iiber Flygiq und Flogox in diesem Bereich erlaubt ist.

B. Analyse des Flavin-Redoxsystems in Gegenwart von Metallionen

Setzt man dem halbreduzierten System Me?+ zu, so muss im Falle einer selektiven
Komplexbildung mit dem Semichinon dessen Puffergebiet, welches dasjenige des im
starken Uberschuss vorhandenen Leukoflavins iiberlappt, selektiv zu niedrigeren
pH-Werten verschoben werden, d.h. es tritt der virtuelle Fall K%Hz > K,}},Hﬁ ein
(bezogen auf (11)). Die Abnahme der Radikal-Konzentration mit steigendem pH im
Bereich 53 < pH < 8 wird durch Me?** ins Gegenteil verkehrt. Daraus ergibt sich eine
Verschiebung des Komproportionierungs-Gleichgewichts zugunsten des Semichinons,
so dass bei volliger Neutralisation in Gegenwart von Me?+ im Falle vollstindiger

Ausbildung des Semichinonchelates zusitzlich 1 Aq. Protonen frei wird nach der
Gleichung:

FIH + FIH,~ + 2 Me?+ == 2 FIHMe+ + H+,

also 1/, Proton pro Metallion. Bei 0,5 H+/Me?* findet man in der Tat experimentell
einen deutlichen Aquivalenzpunkt, pH ~ 7 (Fig. 2).

Das Experiment zeigt aber, dass die Komplexbildung bei hdherem pH noch weiter
geht, d.h. es werden pro Metallion mindestens 1,5 Protonen frei. 2 : 7-Komplexbildung
kann auf Grund folgender Beobachtung ausgeschlossen werden: bei Variation der
Me?+-Menge wird eine Me?+ proportionale Menge H+t freigesetzt, bis zum Metall-
Liganden-Verhiltnis 1: 1. Ausserdem miisste im Falle der Reaktion FIH + FIH,~ -

Me*+ = (I:*‘IH)gMe + H+ insgesamt 1 H+/Me?+ frei werden, was nicht der Fall ist
(vgl. oben).
Die Freisetzung esnes zweiten Protons aus dem Ligand kann ebenfalls ausgeschlossen

werden: FIHMe+ = FIMe 4 H+ gibe zwar eine Freisetzung von insgesamt 1,5

H*/Me2+, wie sie tatsdchlich gefunden wird; jedoch bilden Liganden der Form FIR:
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(3-stindig alkyliertes Flavosemichinon) nach Aussage der Bjerrun-Titration mit
Zn?*, Cd2+ usw. analoge Komplexe wie FIH-, die sogar etwas stabiler sind als diese.

Wir erkldren daher die weitere Freisetzung von Protonen bei den Nicht-Akzeptor-
Ionen durch Ausbildung von Hydroxokomplexen gemadss:

PIH+ FIH,~ + 2Me*" +2H,0 -, -> 2TFIHMcOH +3 Hr.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von MARTELL et al. [9] bilden sich solche
Hydroxokomplexe nicht unterhalb pH 7.

C. Stabilitatsbestimmung der Radikalchelate

Unterhalb des in den Titrationen gut abgrenzbaren Bercichs der Hydroxo-Komplexbildung
ilt:
8 e [FIHMe+] 24H
K B = ) SR S (22)
FIHMe ™ e+ TFIH (Me,,, — 21H) [FIH~]

tot
{F1H-}, dic Konzentration des freien Semichinon-Anions, geht aus (8) hervor:
TFIHG = |/ LFIH |“ [FIH] - Ky - a¥b - [H] . (23)

Die nur indirekt pH-abhingige [FIH] kann unter Vernachlissigung des Semichinons (als
Summand) gleichgesetzt werden mit:

FIH: -« ¥l — 1)2F , — IH, ‘ (24)
und analog: AH vernachlissigt,
U"]H‘:_J = F]acid = J'H - AH ’ } (25)
so dass foigt:
KMo 25 H] - -AH . (26)
FIRMe = C /g - a (Mey — 2 [H]) (81, = 1/2FL ) - A'H

Solange AH < A’H ist, gilt das Gleichheitszeichen.
Bedeutung der einzelnen Symbole:

H) Wasserstoffionenkonzentration

Higq [H] beim Aquivalenzpunkt der Bjerrum-Titration, pH 8 (vgl. Fig. 2)

K;']PHW Bestidndigkeitskonstante der Komplexe FIHMe*

AH Differenz der Neutralisationsiiquivalente bei Titration mit und ohne
Metallionen

AH Differenz der Neutralisationsiquivalente bei Titration des particll redu-

zierten und des nicht reduzierten Systems
AH (Hiq) — Dlygq — Gesamte Saurekonzentration vom pK 7 = 0,5.

Diskussion. - Im halbreduzierten Flavinsystem tritt ein Maximum der Dispro-
portionierung (Minimum der Radikalkonzentration) bei pH 7,5 auf. Bei Zusatz von
Schwermetallionen wird die Disproportionierung hingegen vollig zurlickgedringt
unter priméirer Bildung von 1:1-Chelaten FIHMe+ aus dem zweizihnigen Radikal-
Anjon FIH- und von deren Hydroxo-Derivaten FIHMeOH. Die Stabilititen ge-
horchen der IrviNG-WiLLiaMs-Reihe [10], wie aus der Tabelle S. 467 ersichtlich.
Alkylsubstitution am N-3 des Flavins beeinflusst die Stabilitit der Radikalchelate
nur wenig. Auf phvsiologische Verhiiltnisse angewandt, heisst das: Die 3-stindige
Imid-Funktion steht auch im Radikalchelat fiir eine potentielle Bindung an das
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Apoprotein zur Verfiigung?). Ebenfalls keinen Einfluss auf die Radikalchelat-Bildung
hat die Ribityl-Seitenkette, deren Acetylierung die Komplexstabilitdt nicht dndert.

Anderes gilt fiir phosphathaltige Seitenketten: Im Falle der eigentlichen Flavo-
koenzyme beteiligt sich die PO-Funktion an der Metallkoordination. Die Radikal-
chelate werden daher schwerer 16slich, obwohl die freien P-haltigen Liganden viel
leichter 18slich sind als ihre P-freien Analogen:

- \ﬁ
T
HsC

O\P O/“"e “'
HeO

Die FMN-Radikalchelate konnten wir unter keinen Umstédnden in Lésung balten.
Die FAD-Analogen konnten nicht quantitativ untersucht werden, da uns kein
geniigend reines FAD-Priparat zur Verfiigung stand.

Infolge Vernachlissigung der Semichinon-Dimerisierung behalten die Ky,
Werte cine Abhidngigkeit von Fl,,, welche deutlich tiber der Versuchsfehlergrenze liegt.

Die Bildung von Radikalchelaten, gleichbedeutend mit einer Komproportionierung
des halbreduzierten Flavin-Systems unter dem Einfluss von Metallionen, welche in
dieser Arbeit pH-metrisch und spektophotometrisch nachgewiesen wird, haben wir
inzwischen auch durch direkte Messung der Radikalkonzentrationen elektronenspin-
resonanzspektroskopisch bestdtigen kénnen [11].

Das Metallion stabilisiert demnach die Radikalstufe des Flavin-Redoxsystems.
Diese Stabilisierung ist hinreichend zur Erklirung der Spektren und Elektronen-
transfer-Eigenschaften nativer Metallflavoproteine. Zum Verstandnis der Zusammen-
hiinge miissen allerdings Donor-Metallionen in die Diskussion mit einbezogen werden.
Ruckschiiisse auf biologische Verhiltnisse werden an anderer Stelle eingehend dis-
kutiert [4].

Experimenteller Teil

Ein dosierbares Reduktionsmittel, welches die komplexchemische Analyse nicht stort, konnten
wir nicht finden. Wir behalfen uns mit katalytischer Hydrierung zum Leukoflavin, wobei sich Pd
auf Silicagel als stdrungsfreister, schnell wirkender Katalysator erwies. Die unter vollstindigem
O,-Ausschluss heiss filtrierte I.osung wird dann auf das gewiinschte Volumen gebracht und durch
Reoxydation auf den gewiinschten Redox-Grad eingestellt. Die Reoxydation kann durch Spiilen

schnell
FIH; +1/20, — HH + 1/2 H,0, (1)
. langsam
FIH, + 1/2 H,0, — ~ 3 TFIH + H,0 (2)

mit Luft oder durch J, erfolgen. Das Spiilen mit Luft hat den Nachteil, dass das gemiss (1) ent-
stehende H,0,, welches nur langsam nach (2) weiterreagicrt, die Losung destabilisiert. Die
Reoxydation mit J, wiederum kann nicht in Gegenwart J -affiner Metallionen (Cu?+) angewandt
werden und erfordert Beriicksichtigung der freigesctzten H+-Ionen.

Die Hydrierungen wurden in einem Spezialgefiss ausgefiihrt (Fig. 4): Der Ligand wird in
Suspension mit dem Katalysator in 50-proz. Athanol im zylindrischen Raum I vorgelegt und nach
Verdringung der Luft hydriert (Dauer ca. 1/, Std.). Darauf wird der Zylinderinhalt durch Einleiten
von Wasserdampf in den Mantel zum Sieden erwirmt. Wihrend man oben durch cinen Zulauf-

3 Die Coenzym-Apoprotein-Verkniipfung ist, zumal bei den nicht reversibel dissoziablen mito-
chondrialen Flavoproteinen, noch ganz ungeklirt, vgl. [47,
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trichter mit Druckausgleich frisches, O,-freies Ldsungsmittel zugibt, wird der Zylinderinhalt bei
miéssigem Vakuum durch die Fritte ILin einen mit N, gefiillten 500-ml-Vorlage-Messkaolben abge-
saugt. Nach Filtration von ca. 300-400 ml ist oberhalb der Fritte nur noch Katalysator zuriick-
geblieben. Die filtrierte Losung wird unter dauernder Ny-Zufithrung im Thermostat bei gewiinsch-

ter Temperatur auf 500 ml gebracht. Aliquote Teile dieser

Stammlésung werden mit vorgewdrmten, mit N, gefiillten Pi-
petten entnommen.

Zur Kontrolle des Redox-Grades liess man den Pipet-
teninhalt unter die Oberfliche eines Uberschusses an K], in
1 2n H,S80,lanfen und titrierte mit Thiosulfat das unverbrauchte
J, zuriick. Danach wurde dic zur Einstellung des gewiinsch-
ten 50-proz. Redox-Grades berechnete Menge 0,1N Jod zur
Stammldsung gegeben und letztere erneut auf 500 ml anf-
gefiillt.

Damgf —=

fritel Zur pH-Titration entleertc man die Pipette in ein mit
T”a N, vorgespiiltes thermostatiertes Elcktrodengeféss, je nach-
L dem unter weiterem Zusatz der gewiinschten Menge einer
== 0,1M Me(ClO,),-Lésung. Nach der Titration wurde die Redox-

ok 4 Potentialkonstanz durch erncute J,-Titration gepriift.
(i
7 Die Konstanz von Flig, ldsst sich widhrend der Untersu-

chung durch spektrophotometrische Bestimmung des Flavin-
gehalts in Proben (ohne O,-Ausschluss) bei 445 mu kontrollic-
ren. Es zeigte sich, dass unter den beschriebenen Bedingungen
bei Aunsschluss hellen Lichtes im Laufe mehrerer Stunden kein
nennenswerter Zerfall (Photolyse, Thermolyse) des Flavins
Fig. 4. Hydriergefiss eintrittc. FAD und peracetyliertes Flavin kénnen auch im vollen
Tageslicht gehandhabt werden.
Die Titrationen wurden an einem thermostatierten MeTronM-Combititrator mit Glaselektrode
XU 100 unter V2+-deoxygeniertem Stickstoff ausgefithrt. Die dennoch mitgefiihrte Sauverstofi-
konzentration lag unter 10-7m.

Reagenzien: FMN, FAD®) und Riboflavin waren Produkte der IFLuKa AG., Buchs. Das Ribo-
flavin wurde mehrfach aus 0,18 NaOH in siedender 2N Essigsiure umgefallt, bis das Material nach
12stdg. Trocknung bei 100°/12 Torr die richtigen [12] Werte fiir die Extinktionen bei 446 und
375 mp zeigte. FMN und FAD wurden nicht weiter gereinigt; die Flavingehalte wurden, wenn
notig, auf Grund der gemessenen Extinktionen berechnet. Beim FAD wurde spektrophotometrisch
eine Reinheit von 919, festgestellt, bezogen auf Cy;;Hg30,;NyP,, d.h. freie FAD-S4ure, tiberein-
stimmend mit den Angaben der Lieferfirma. Acidimetrisch wurden jedoch nahezu zwei Protonen-
iquivalente vom pKy ~ 10 (anstelle nur eines Aquivalents) gefunden und null Aquivalent an
stirker sauren Protonen (anstelle von zwei Aquivalenten fiir FAD-S4dure). Das FAD-Priparat
liegt also in Form eines NH,*-haltigen Salzgemisches vor. Die quantitative acidimetrische Aus-
wertung des halbreduzierten Systems wird dadurch verunmoglicht.

Die Darstellung von Tetra-O-acetylviboflavin wurde schon frither beschrieben [13]. 3-stindig
alkylierte Flavine wurden nahezu quantitativ mit Dimethyliormamid-Alkylhalogenid und K,CO,
als Katalysator bei Raumtemperatur erhalten. Seitenketten-OH-Gruppen miissen zuvor durch
Acetylierung geschiitzt werden. Die Aufbereitung erfolgt, sobald diinnschichtchromatographisch
kein Ausgangsmaterial mehr nachweisbar ist, durch Einengen im Vakuum und Aufnehmen in
Chloroform{Wasser. Die organische Phase liefert nach Auswaschen mit kalter 0,in NaOH und
Trocknung bei Zusatz von Ather kristallines, reines 3-Alkylflavin, welches aus Alkohol/Isopropyl-
dther umkristallisiert wird. So wurden dargestellt (Smp. korr.):

3-Athyi-tetra-O-acetylyiboflavin, Smp. 169-171°, aus Tetra-O-acetylriboflavin.

CyHyOoN, Ber. C56,6 H58 0279 (N)C,H;51%
Gef. ,, 56,5 ,, 58 ,, 280 " 4,8%

6y Abkiirzungen: FMN = Flavin-Mononucleotid; ¥AD — Tlavin-Adenin-Dinucleotid.



474 HELVETICA CHIMICA ACTA
J-Methyl-tetra-O-acetylviboflavin, Smp, 189-191°, aus Tetra-O-acetylriboflavin.
CogHggOyoN, Ber. €559 H 54 N10,0% Gef. C558 HS54 N 10,29
3- Benzyl-lumiflavin, Smp. 244-247°, aus Lumiflavin [14].
CooHygO,N;  Ber. C69,3 H 52 N16,2% Gef. C069,5 152 N16,19%

3-Athyllumiflavin und 3-Methyllumiflavin, identisch mit frither [13] von uns auf anderc Art
in schlechter Ausbeute erhaltenen Priparaten.

3-Athoxvcarbonylmethyl-lumiflavin, Smp. 280-283°, aus Lumitlavin [14],
Ci7H1g0 N, Ber. €396 H 33 N16,4%  Gef. C59,5 H 355 N 16,29

Da dic Unloslichkeit der Isoalloxazince auf intermolckulare H-Briicken zuriickzufiihren ist,
sind die 3-Alkylderivate in polaren organischen Losungsmitteln und oft sogar in Wasser weit
besser 16slich als die Muttersubstanzen. Durch wisseriges Alkali werden die 3-Alkylderivate schnell
hydrolysiert, sie miissen also unter Ausschluss von Wasser dargestellt werden. Die Desacetylierung
des acylierten Ribitylrestes erfolgt leicht mit NH, in Athanol.

Lumiflavin-3-essigsgure: Eine 3-standige —CH,COOR-Funktion ldsst sich nicht selektiv mit
Basen spalten (Ringéffnung!). Die Hydrolyse eines solchen Esters erfolgt jedoch selektiv und
quantitativ durch kurzes Erwirmen in konz. HCL Beim Verdiinnen fillt Lumiflavin-3-essigsdure,
Zers. ca. 300°, gut kristallisiert aus. Zur Analyse wurde sie aus Hvdrogencarbonat mit siedender
2N Essigsidure umgefillt und bei 100°/0,01 Torr getrocknet.

CisHp O N, HyO Ber. €541 4,8 N 16,9%  Gefl. €338 H4,7 N 16,9%
Lumiflavin-3-acetat ist im pH-Bereich 6-9 in allen Redoxstufen leicht wasserléshich.

Optische Daten: Die in Fig. 3 gezeigten Spcktren wurden mit einem Gerdt Beckman DU mit
P’hotovolt Recorder aufgenommen. Das Flavosemichinon-Chelat ist unter den gegebenen Bedin-
gungen noch nicht vollstindig ausgebildet. Quantitative Chelatbildung ist (vgl. Stabilitatskon-
stanten, Tabelle) erst bei hoheren Konzentrationen zu erreichen, zu deren spcktraler Erfassung
TuNBERG-Kiivetten von weniger als 2mm Lichtweg benétigt werden. Die nicht einfache quanti-
tative Analyse der Spektren wird Gegenstand ciner weitercn Arbeit sein.

Ich danke dem Mikroanalytischen Laboratorium der CIBA AKTIENGESELLSCHAFT (Dr. H.
Papowerz) fiir dic Ausfithrung der Mikroanalysen. Am experimentellen Teil der Arbeit hat meine
techn. Assistentin E. RoMMEL in verdienstvollster Weise mitgearbeitet. Durch Diskussionen und
Ratschlige haben die Herren Dr. H. BRINTZINGER und Dr. B. Priys (Basel), Dr. A. EHRENBERG
(Stockholm), D. DErRVaRTANIAN und Dr. C. VEEGER (Amsterdam) sowie Prof. H. BEINERT
(Madison) wesentlich beigetragen. Ihnen allen gilt mein Dank, ebenso wie Herrn Prof. H. ERLEX-
MEYER fiir die Erméglichung und Ermutigung zu diesen Studien. Dem ScHWEIZ. NATIONALFONDS
zUR FORDERUNG DER WISSENSCHAFTLICHEN FORSCHUNG danke ich fiir die gewdhrte finanzielle
Hilfe.

SUMMARY

The behaviour of half reduced isoalloxazine (flavocoenzyme) systems, riboflavin
and analogues, has been studied acidimetrically and spectrophotometrically in
aqueous solution, in the presence or absence of non-redox d-metal ions. The metal
has been found to combine selectively with the flavin semiquinone anion, forming
deep red radical chelates with comproportionation of the ligand system. Colour and
reactivity of native metal-containing flavoenzymes might be explained satisfactorily
by this. Reference has been made to biological conclusions advanced elsewhere.

Institut fiit Anorganische Chemie,
Universitdt Basel
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56. Les spectres de masse dans I'analyse

3¢ communication {1]1)

Les spectres de masse des hydrocarbures monoterpéniques
par Alan F. Thomas et B. Willhalm
(28 XII 63)

Les hydrocarbures en C,gH,, comptent parmi les composés les plus répandus
dans les huiles essentielles, et comme ils existent presque toujours dans des mélanges
trés complexes, d’énormes efforts ont été consacrés au développement de méthodes
d’analyse valables. Au cours des derniéres années, des progrés notables ont été accom-
plis dans la séparation de ces mélanges par des méthodes de chromatographie en
phase gazeuse [2], et, dans notre laboratoire, la technique maintenant courante est
d’isoler de petits échantillons en utilisant une de ces derniéres méthodes, et d’identifier
ces substances par la spectrométrie de masse. Nous avons tout récemment noté
qu'une méthode semblable avait été utilisée dans I'examen de 'huile essentielle des
feuilles de cassis (Rebes nigrum L.) [3]. Pour cette raison, nous avons décidé d’exposer
sans tarder les résultats de notre étude des spectres de masse d’hydrocarbures en
CioHag CioHys et CioHyg. Nous traiterons des spectres de masse d’autres composés
terpéniques dans des mémoires ultérieurs.

Le squelette le plus souvent rencontré dans les huiles essentielles est celui du
menthane. Nous donnons les spectres de masse des p-menthanes cis- et frans- dans
le tableau 1. Comme on pouvait s’y attendre, le frams-p-menthane s'est révélé
un peu plus stable que son isomére cis, dans lequel la tension causée par le substituant

1) Les chiffres entre crochets renvoient & la bibliographie, p. 487,



