
gemaB GI. (c) unter Entfarbung; das gebildete Fez@ wurde 

(C) 
f I Z 0  Fe(CsH7S2)2CI4 -+ Fez@ f 4 C1° + 2 (C5H7S@ 

(1) 

colorimetrisch als Fe(bipyridyl)z@ erfant. (CsH+z)@ wurde 
als (2), Rl=R2=CH3, identifiziert, als erstes stabiles Di- 
thiolylium-Kation mit rein aliphatischen Substituenten. Es 
ist gegen Hydrolyse bei pH s: 4 stabil. Struktur (2) konnte 
durch 1H-NMR-Spektroskopie [nur zwei Signale bei 8,4 bzw. 
3,l ppm; Intensitat 1 : 61, durch Vergleich des UV-Spektrunis 
[Amax = 288, 265 nm; E = 9300, 7200 mol-l~m-l] mit dem 
des bekannten (2), RI=C,.jH5, Rz=H [Amax = 356, 287 nm; 
E = 19000, 3800 mol-lar-l[61] und durch Isolierung des 
Pikrats CllH907N3.52, Fp = 113 "C, bewiesen werden. 

R' 

Der schwarzrote kristalline Komplex (1) konnte der Zu- 
sammensetzung nach die Struktur ( C ~ H ~ S Z ) ~ F ~ I ~ C I ~  haben. 
Die Farbe weist jedoch auf die SS-Fe"-Koordination hin, 
da sowohl C ~ H ~ S Z @  wie auch das tetraedrische, kaum polari- 
sierbare FeCl42e-Ion farblos sind. Wir mochten daher die 
Strukturen ( l a )  oder flb) als wahrscheinlichste vorschlagen. 

,Z@ 

Reduziert man die farblose waiRrige Losung von ( 1 )  (siehe 
G1. (c)) mit Na2S204 oder NaBH4, so erhalt man kristallines 
rotbraunes Fe"'(C5H7S2)3. Dieses lost sich leicht in CHC13 
und kann durch Schutteln mit waRrigem NazS204 weiter 
zum autoxidablen Fe1I(C~H7S2)2 reduziert werden. 
FeKn(C5H7S2)3 zeigt die fur ein asymmetrisches ,,low-spin"- 

101.64 Gauss 
c---------l 

g = 2  01 

d5-Oktaeder zu erwartenden ESR-spektroskopischen Eigen- 
schaften (Abb. l), wahrend Fe(CsH7Sz)z und ( 1 )  ESR-inak- 
tiv sind. 
Bei der Reduktion von ( I )  wird also die forniale Oxidations- 
stufe des Eisens erhoht. Dieser Modellfall konnte zur Er- 
klarung des scheinbaren Paradoxons herangezogen werden, 
demzufolge die ESR-Signale (g < 2) der redoxaktiven Flavo- 
proteine einem ,,oxidierten" Fe-Zustand zugehoren (low- 
spin-ds), obwohl sie erst bei Reduktion des Gesamtsystems 
auftreten. Die Elektronenbilanz dieser Reduktion wird also 
nicht so sehr durch das Zentralatom wie durch die Akzeptor- 
liganden bestimmt, eine Tatsache, die beim Studium der 

Stochiometrie der Fe-Protein-Oxidoreduktion stets in Rech- 
nung gestellt werden s o h .  
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ESR-Untersuchungen an Modellkomplexen fur 
Nicht-Ham-Eisenproteide 

Von A .  Roder und Ernst Buyer[*] 

Eine Aussage uber die Wertigkeit des Eisens in redoxaktiven 
Nicht-Ham-Eisenproteiden ist schwierig, wenn neben dem 
Eisen auch der Ligand redoxaktiv ist. I n  reduziertem Zustand 
zeigen viele dieser Eisenproteide im ESR-Spektrum g-Werte, 
die unterhalb dem eines freien Elektrons liegen [I]. Im ESR- 
Spektrum reduzierter Xanthinoxidase erscheint ein breites 
Signal bei g = 1,94 (-175 "C) [I], fur reduziertes Ferredoxin 
aus Clostridium pasteurianum liegen die g-Werte bei 1,89, 
1,96 und 2,05 (15 OK) 12931. Die Bindung des Eisens an Cy- 
steinylreste erscheint fur Ferredoxin gesichert "+I. Nieder- 
molekulare Eisenkomplexe mit schwefelhaltigen Liganden 
sollten daher bei entsprechender Redoxstufe ebenfalls g- 
Werte unter 2,O zeigen und damit eine Aussage uber die 
Oxidationsstufe des aktiven Zentrums im reduzierten Nicht- 
Ham-Eisen zulassen. 
Folgende Eisenkomplexe des Cysteins, Cystins und Cyste- 
amins ergaben g-Werte bei 1,94: 
a) Oxidation des fruher beschriebenen [41 Eisen(r1)-Komplexes 
des Cysteinmethylesters unter folgenden Bedingungen : 
1. Zu einer unter SauerstoffausschluB bereiteten Losung von 
Cysteinmethylester in 100 mlO,5 M Tris-HCI-Puffer (pH = 7,O) 
werden 392 mg Mohrsches Salz gegeben. Der sofort aus- 
fallende Cysteinmethylestereisen-Komplex wird durch Zu- 
gabe von 1 N NaOH bis pH = 9,5 gelost und im ESR-Probe- 
rohrchen mit 0,2 ml einer 1-proz. benzolischen Jodlosung 
1 Minute geschiittelt, danach sofort eingefroren und gemes- 
sen. 
2. Zu einer Losung von 227 mg Cysteamin und 392 mg Mohr- 
schem Salz in 50 ml 1 M Tris-HCI-Puffer (pH = 7,0), deren 
pH mit 1 N NaOH auf 9,5 eingestellt wurde, gibt man eine 
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Losung von 504 mg des Na-Salzes von Riboflavinmonophos- 
phat (FMN) in 25 ml HzO. Nach 5 Minuten wird das Ge- 
misch in das ESR-Proberohrchen gefiillt, eingefroren und bei 
-170 OC gemessen. Hier tritt zusatzlich die Absorption des 
Flavosemichinons bei g = 2,OO auf (vgl. Abb. lb). 
b) Durch Oxidation von Tricarbonyl-cystindimethylester- 
eisen(0) [51 :  

0,2 ml einer 10-2 M atherischen Losung des Cystindimethyl- 
ester-eisen(0)-Komplexes werden ini ESR-Proberohrchen 
mit 5 mg festem Jod versetzt, nach 20 sec Schutteln eingefro- 
ren und bei -170 "C gemessen. 

200 GauO 
9 = 1 9 4  H 

g = 200 
qL233 ' 

mt 3 a1 bl 

Abb. 1. a) ESR-Spektrum des Cysteinmethylester-eisen(n)-Komplexes 
nach Oxidation gemaB a) 1 .  und des Cysteinmethylesters nach Reaktion 
mit Eisen(nr)-chlorid gemaB c), (Mod. 1000, SL 1000, SR 200GauB/min). 
b) ESR-Spektrum des nach a) 2. erhaltenen Radikalkomplexes (gll = 

1,94: g 7- 2,3) und des Flavosemichinon-Radikals (g= 2.00). (Mod.lOO. 
AmpI.iO00, SR 250/min). 

Das in Abb. l a  wiedergegebene ESR-Spektrum weist die 
nach Berechnungen von Kneuenbiihlfe] fur axiale Symmetrie 
der Komplexe charakteristische Form auf. Fur reduziertes 
Nicht-Ham-Eisenprotein aus Azotobacter vinelandii [I] be- 
obachtet man eine ahnliche Symmetrie. 

und Zentralatom dem Tricarbonyl-eisen(0)-Komplex des Cy- 
stinesters (2) aquivalent. Beide Komplexe werden durch 
Oxidation in ESR-aktive Substanzen iiberfiihrt. Sofern es 
sich bei der Oxidation um einen Einelektronenschritt han- 
delt, sollte das gleiche ESR-Spektrum auftreten, wenn man 
Eisen(m)-Salz mit Cysteinmethylester reagieren 1aBt; dafur 
kann man Komplex (3) formulieren. 
c) Zu 100 ml einer 10-2 M Losung von Cysteinmethylester in 
0,5 M Tris-Puffer (pH = 10,5) werden unter LuftausschluB 
80  nig wasserfreies Eisen(rI1)-chlorid gegeben. Mit 1 N NaOH 
bringt man den pH-Wert auf 9,5. Nach 10 min wird das Ge- 
misch in das ESR-Proberohrchen gefullt, sofort eingefroren 
und bei -170°C gemessen. Man erhalt das gleiche ESR- 
Spektrum wie nach der Oxidation a)l. (Abb. la).  
Damit ist die Gesamtoxidationsstufe des ESR-aktiven Kom- 
plexes festgelegt. Er kann als Eisen(m)-mercaptid (3), als 
Eisen(n)-Radikalkomplex (4) oder als Eisen(1)-Komplex des 
Disulfids (5) formuliert werden. Das ungepaarte Elektron ist 
iiber Zeiitralion und Ligand delokalisiert. Weder die Wertig- 
keit des Zentralions noch die Oxidationsstufe des Liganden 
liegt fest. 
Die Ahnlichkeit zwischen den ESR-Spektren der reduzierten 
Nicht-Ham-Eisenproteide und der synthetischen Eisen- 
komplexe legt nahe, daB die Formulierungen (3) bis (5) auch 
fur reduziertes Nicht-Ham-Eisen zutreffen. Unterstiitzt wer- 
den diese Vorstellungen durch ESR-spektroskopische Unter- 
suchungen am Bis-hexamethylbenzol-eisen(1)-tetrafluorobo- 
rat 171, am Na3[Fe(CN)sNO] [81 und an  Eisen-Sauerstoff- 
Radikalkomplexen 191. Fur die oxidierte Form der Nicht- 
Him-Eisenproteide ergibt sich dann die Struktur (3) eines 
Eisen(i1)-Komplexes des Disulfids, fur den auch die mit che- 
mischen Methoden erzielten Ergebnisse sprechen. 

Eingegangen am 21. Dezember 1966, 
erganzt am 18. Januar 1967 [Z 4341 
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Die Oxidationsstufen der bei a) und b) verwendeten Aus- 
gangskomplexe sind in den FormeJn (1) und (2) wiedergege- 
ben. Der Eisen(i1)-Komplex des Cysteinmethylesters (1) ist 
in seiner Gesamtoxidationsstufe unter EinschluR von Ligand 

[*I Dip1.-Chem. A. Roder und Prof. Dr. Ernst Bayer 
Chemisches Institut der Universitat 
74 Tiibingen, WiIhelmstraOe 33 

[I]  H. Beinerf in A .  Sun Pietro: Non-Heme Iron Proteins. The 
Antioch Press, Yellow Springs, Ohio, 1965, S. 23 (dort weitere 
Literatur). 
[2] G. Palmer, R .  H .  Sands u. L. E. Mortenson, Biochem. biophys. 
Res. Commun. 23, 357 (1966). 
[3] E. Buyer, W. Purr, G. Schworer u. A .  Roder, unveroffentlicht. 
[4] E. Bayer, W. Parr u. B. Kazmaier, Arch. Pharmaz., Ber. 
dtsch. pharmaz. Ges. 298, 196 (1965); vgl. auch Angew. Chem. 
78, 824 (1966); Angew. Chem. internat. Edit. 5, 840 (1966). 
[5] E. Bayer u. A .  Roder, unveroffentlicht. 
[6] F. K .  Kneuenbiihl, J. Chem. Physics 33, 1074 (1960). 
[7] H. Brintringer, G. Palmer u. R.  H .  Sands, J. Amer. chem. 
SOC. 88, 623 (1966). 
[8] H. Beinert, P.  Hemmerich u. J.  D .  W. Van Voorst, Biochim. 
biophysica Acta 96, 530 (1965). 
[U] W. E.  Blumberg u. J .  Peisach in A .  Sat1 Pietro: Non-Heme 
Iron Proteins. The Antioch Press, Yellow Springs, Ohio, 1965, 
s. 101. 

Angew. Chem. / 79. Juhrg. 1967 / Nr.  6 27 5 


