von (8) und (9), aber nicht die von (7) im Kristall
durch zwisehenmolekulare Wasserstoffbriicken verbun-
den sind. Die leichte Sublimierbarkeit [ab 100°C im
Hochvakuum gegeniiber 220°C bei (9) und (8)] und
die gute Loslichkeit von (7) in polaren Losungsmitteln
haben die gleiche Ursache.

4. Bemerkenswert ist die grole Oxidationsneigung der

Verbindung (7): Aus einer Losung in Benzol, die 12
Std. dem Luftsauerstoff ausgesetzt war, konnte die De-
hydro-Verbindung (10) isoliert werden.

(@] O
N H CH,Br
) 4
N N
(@] H O
(10) (11)

Eine zutreffende Elementaranalyse und die spektrosko-
pischen Daten beweisen die Konstitution von (10)
(Fp=118-119°C): NMR (CDCl;): ©1=8.78 (12H/s, 4
CH,), 5.63 (4H/s,2N—CH,). IR (KBr): 1742 [#(C=0)],
in C,Cl, 1750 cm™' UV/S (Cyclohexan): A, =387
nm (lg £=2.37), 252.5 (2.91), 215 (3.79).

Als weiteres Indigo-Charakteristikum zeigen v (C=0)
und Lichtabsorption von (7) (1665 cm ™!, 487 nm) und
(10) (1750 cm ™!, 387 nm) ganz analoge Abstufungen
wie das Redoxpaar Indigo (9) (1626 cm ™!, 605 nm) —
Dehydroindigo (1736 cm ™!, 443 nm).

Reduktionen von (7) fiihrten zu farblosen Produkten,
die sich als nicht einheitlich erwiesen.

5. Die Ladungsdichte am Stickstoff-Atom von (7) ist nach
den PPP-Rechnungen groBer als bei den Verbindungen
(8) und (9). Die daraus resultierende stirkere Basizitit
143t sich beobachten: In Ameisensaure liegt (7) am Stick-
stoff vollstindig monoprotoniert vor [A,,= 366 nm
(lge =4.07)],in Propionsdure sind die freie und die mono-
protonierte Form von (7) nebeneinander festzustellen
[Amax =460 nm (lg £=2.89) und 369 nm (lg £=3.94)].
Selbst in einem wélrigen Weinsdure-Puffer vom pH=
5.4 ist nur ein verschwindender Anteil der Neutralform
vorhanden [A,,,=368 nm (Ige=4.03) und ~470 nm
(Ig £x2.3)]. Die N-Protonierung ergibt sich durch einen
Vergleich der langstwelligen Lichtabsorption von (7)
in saurer Losung mit der von Fitjer!'?] dargestellten
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Verbindung (11), deren Chromophor-Geriist sich da-
durch auszeichnet, dal eine Amino-Gruppe in der
Gruppierung (1) fehlt [A,,, = 365 nm (4.09) in Athanol].
— Im Unterschied zu (7) zeigt (2) eine bathochrome
Verschiebung des lingstwelligen Absorptionsmaximums
bei Zusatz von Sduren; allerdings ist dieser Effekt nur
mit sehr starken Sduren zu erhalten.

Eingegangen am 26. Juli 1971 [Z 481]

Neue Photo-Alkylierungsreaktionen am Flavin-Kern

Von Martin Briistlein, W-R. Knappe
und Peter Hemmerich!

Die flavin-(vitamin-B,-)abhingige ,Wasserstoff-Ubertra-
gung” gehort bis heute zu denjenigen biologischen Reak-
tionen, fiir die noch keine Ansitze zu einer strukturchemi-
schen Erklirung gefunden wurden. Wallenfels und Gellrich!"!
sowie Suelter und Metzler!?! fanden erste Anhaltspunkte
dafiir, daB die flavin-abhingige Aktivierung von C—H-
Bindungen im Falle der Dihydro-nicotinamide trotz der
bekannten Stabilitdt des Flavosemichinons keine Radikal-
Reaktion ist. In Ubereinstimmung damit lassen sich bei
C—H-aktivierenden Flavoproteinen Radikale nur kiinst-
lich, z. B. mit Dithionit, und nicht durch Reduktion mit
natiirlichen Substraten erzeugen®\.

Aufgrund dieser Befunde wurde die Reaktion als direkter
,Hydrid-Transfer” gemidfl Gl. (1) verstanden.

Wir mochten dementgegen vorschlagen, diese Reaktion
als ,,Gruppen-Transfer gemil Gl. (2), gefolgt von einer
protolytischen Eliminierung des Restes R®, zu betrachten,
welche je nach Art des Restes R® mehr oder weniger leicht
verlduft.

HF1S, + RO (1)
e
RH + Flo,  HFL.gH
\ ngg
RFlreqH (2)

Die folgenden Reaktionen legen es nahe, zwischen diesen
beiden Méglichkeiten zugunsten der zweiten zu entschei-
den:

Die flavin-abhingige Photo-Dehydrierung der in Abbil-
dung 1 angegebenen Cycloolefine verlduft in Acetonitril
bei hohem SubstratiiberschuBl mit Halbwertszeiten in der
GroBenordnung einiger Sekunden (experimentelle Bedin-
gungen siche Tabelle 1). Reaktionsablauf und Art des Pro-
duktes richten sich nach den Eigenschaften der Abgangs-
gruppe RO,

Im Falle des Cyclopentadiens (/a) erhilt man in quanti-
tativer Ausbeute 4a-(1-Cyclopentadienyl)-4a,5-dihydro-lu-
miflavin (4a-RF1,,H). Die Abgangsgruppe R®=C,H® ist
antiaromatisch, weswegen der Zerfall des Molekiils ener-
getisch ungiinstig ist. Eine Zerlegung dieses kovalenten
»Flavin-Substrat-Komplexes® ist nur bei ldngerer Einwir-
kung starker Oxidationsmittel (NO®) moglich.

[*] Dr. M. Briistlein, Dipl.-Chem. W.-R. Knappe und
Prof. Dr. P. Hemmerich
Fachbereich Biologie der Universitit
775 Konstanz, Postfach 733
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Abb. 1. Photo-Dehydrierung von Cyclopentadien, (/a), 1,4-Cyclo-
hexadien (/b} und Cycloheptatrien (!c¢) mit 3-Benzyl-lumiflavin in
Acetonitril unter Sauerstoff-AusschluB (A=445 nm, Halbwertsbreite
16 nm).

Vollig anders verlduft die Reaktion des Flavins mit 1,4-
Cyclohexadien (1b): Hier kann kein stabiles Zwischen-
produkt RF1_,H gefaBBt werden, da es spontan und irrever-
sibel zu Benzol und freiem Dihydro-flavin zerfallt. Wieder-
um charakteristisch verschieden verhalt sich Cyvclohepta-
trien (1 ¢) : Hier kann ebenfalls kein intermedidres RFl ;H
gefaBt werden; die Reaktion ist jedoch reversibel, da die
Abgangsgruppe R® (=Tropylium-Ion) resonanzstabili-
siert ist und sekundidre Zerfallsreaktionen nur langsam
eingeht. Infolgedessen geht bei dieser Photoreaktion die
anfangs 12-proz. Reduktion des Flavins im Dunkeln an-
schlieBend bis auf 39, zurtick {Abb. 2). Diese Riickreaktion
kann als Rekombination von Dihydro-flavin-Anion HF12,
und Tropylium-Ion, gefolgt von der Freisetzung des Start-
substrates Cycloheptatrien, verstanden werden. Das Vor-
kommen der Riickreaktion wird dadurch bestitigt, daB
1,5-Dihydro-lumiflavin HFI, ;H [photochemisch erzeugt

0 Eo
JRUN 12
l 781~ E, (irrev)
12 LE,(revA) —1 1 1 L L
01 25 5 75 10
722 t(s)—»

Abb. 2. Photoreaktion zwischen 1,4-Cyclohexadien (/b) (konstant
7.8%) oder Cycloheptatrien (/¢) und 3-Benzyl-lumiflavin unter
anaeroben Bedingungen mit anschlieBender riickldufiger Dunkel-
reaktion bei (/c) (12%—3%). Experimentelle Bedingungen siche
Tabelle 1. Als MaB fiir die Reduktion des 3-Benzyl-lumiflavins dient
die Extinktionsabnahme bei 450 nm. Das benutzte UV-Spektro-
meter [Cary 14R] gibt erst 2.5 s nach Auslosung eines Photoblitzes
(bei t=0) die tatsichliche Extinktion des Flavins bet 445 nm an.
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wie in Abb. 1 fiir (1b) angegeben] durch Zugabe von
Tropyliumbromid anaerob zu Flavochinon Fl , oxidiert
wird. Die Frage, ob die Riickreaktion analog der elektro-
chemischen Reduktion des Tropylium-Ions!® zumindest
teilweise zu Bi-cycloheptatrienyl fithrt, wurde nicht unter-
sucht.

Die Reste R in RFI _,H konnen wie das oben beschriebene
C,H;-Fl 4 H und das frither von uns dargestellte C,H,S-
Fl,4H (2)%! an C-4a oder an N-5 des Flavin-Kerns fixiert
sein. Bei R=Benzyl treten sogar Gemische beider Iso-
meren auf!®, wobei sich 5-RFI,.,H thermisch in 4a-RFI_,H
umlagert!Sl.

Diese Umlagerung kann in Gegenwart von oxidiertem
Flavin als Sensibilisator durch Licht riickgingig gemacht
werden". Es ist jedoch sehr schwer zu entscheiden, ob die
Wanderung solcher Reste R am Flavin-Kern in der Di-
hydro- oder in der Radikal-Stufe vor sich geht!®l, Jedoch
kann eine allgemeine Tendenz zur homolytischen Spaltung
der Addukte RF1,.,H in R und F1H ausgeschlossen werden.

Tabelle 1. Anaerobe Photoreaktion von Flavin mit organischen Sulfiden
(Acetonitril, 0.73 x 10™* mol/l 3-Benzyl-lumiflavin, 0.067 mol/l Sulfid,
unter Argon. 250 W/24V Wolfram-Halogen-Lampe mit von 300-800 nm
durchlassigem Filter- und Linsen-System).

Substrat ty,  Reversibilitat Hauptprodukt (A,,,)
(s) VAREY
[b] Te) [d]
Dimethyl-sulfid 150 5 10 76 Addukt (340 nm)
Diidthyl-sulfid 180 70 81 100 1,5-Dihydro-flavin

Methyl-tert.-butyl-sulfid 60 21 28 75 Addukt (340 nm)
Athyl-tert.-butyl-sulfid 110 35 75 100 1,5-Dihydro-flavin

Methyl-phenyl-sulfid 55 4 67 83 Addukt (343 nm)
Athyl-phenyl-sulfid 120 60 100 —  1,5-Dihydro-flavin
Thiolan 50 15 26 88 Addukt (335 nm)
Thian 110 42 70 93 1,5-Dihydro-flavin

[a] Angegeben als Reoxidation [%] beim Behandeln mit denin [b]-[d]
aufgefiihrten Oxidationsmitteln,

{b] 1 min Luft im Dunkeln.

[c] 10 min Luft im Dunkeln.

{d] 1 min Aufkochen mit 50-proz. wiiBriger Essigsiure und Natrium-
nitrit.

Aus Tabelle 1 geht hervor, daB3 organische Sulfide von
Triplett-Flavin (3Fl,)) in «-Position unter Bildung eines
Adduktes gemdB Gl. (3) dehydriert werden:

Rl Fl..qH
3* /
3Fl,x + R-S-CH, — R-S-C-R! 3)
\Rz 1,
R

Die Stabilitidt dieses Adduktes hdngt von der Natur und
der rdumlichen Anordnung der Abgangsgruppe R'R2CH®
ab:

Wenn R!'=R2=H ist, so zerfillt das Addukt in Abwesen-
heit von Sauerstoff nicht und in Anwesenheit von Sauer-
stoff nur langsam. Ist jedoch R!=Alkyl und R*=H oder
Alkyl, so wird ein eliminierender Zerfall nach Gl. (4) unter
anaerober Freisetzung von unsubstituiertem, sehr schnell
mit Sauerstoff reagierendem Dihydro-flavin méglich und
bevorzugt.

/FlredH
R-S-CH

. — R-S8-CH=CH-R? + HF1,4H (4)
CH,-R?
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Diese Eliminierung ist strengen sterischen Anforderungen
unterworfen: Die zu eliminierenden Gruppen miissen ge-
staffelt, nicht ekliptisch oder auch nur windschief angeord-
net sein®®l. Daher reagieren die Athylsulfide und Thian
(Tabelle 1) ,reversibel”, wahrend Thiolan ein stabiles
Addukt (2) bildet, weil hier eine trans-Eliminierung nicht
moglich ist.

Y _N_o
@5 e \1]: CHyS-Fleg  (2)
N
0

“CH,CeHs
Els

Weiter vermuten wir, daB die in Rede stehende ,flavin-
abhingige C—H-Aktivierung“ nicht — oder jedenfalls nicht
immer — direkt zu einem iiber N-5 oder C-4a gebundenen
Addukt fiihrt. Fiir den Fall der flavin-abhdngigen Photo-
Decarboxylierung der Phenylessigsdure konnen wir dies
beweisen: Wie schon frither erwidhnt!!%, entsteht hier in
neutraler bis alkalischer Losung ein Primirprodukt, fiir
dessen Struktur wir aufgrund folgender Befunde Formel
(3) vorschlagen:

H H
CeHsCH, N N_O
gil5
SO T @
H,C N ~
O

1. Die Methyl-Gruppe an C-8 des Flavins erscheint im
'H-NMR-Spektrum im Bereich aliphatischer Methyl-
Gruppen (6= 1.05 ppm). Diese Zuordnung ist belegt durch
Vergleich mit dem analogen 8-CD,-Derivat!*!],

2. Bei der Reaktion in Deuteriumoxid wird ein selektiver
(partieller) Austausch des Wasserstoffs an C-9 beobachtet,
wie er fiir ein 7-Alkyliden-7,8-dihydro-pteridin!*? zu for-
dern ist.

3. Struktur (3) erkldrt die bereits publizierten Absorp-
tions-Spektren [A,,(CHCl;)=322, 333 und =460 nm,
langwellige Endabsorption bis 600 nm] sowie die siure-
und wirmekatalysierte Umlagerung!!?

8-RF!,,,H —» 5-RFlH

red Ted

VERSAMMLUNGSBERICHTE

als Cyclohexadienon-Phenol-Umlagerung!**!; ferner kénn-
te sie die bei Flavoproteinen beobachteten roten, diamagne-
tischen Flavin-Substrat-Komplexe!* >} erkliren.

4, Struktur (3) erklirt das , Aktions-pK* der GréBenord-
nung 5, welches fiir die Flavin-Photoreduktion charak-
teristisch ist und bisher nicht zugeordnet werden konnte!*,
als Deprotonierung an N-1.

Wir hoffen, mit diesen Befunden einen Schritt weiter gekom-
men zu sein in Richtung auf eine chemische Erklirung der
flavin-abhingigen biologischen Substratdehydrierung™.

Eingegangen am 28. Juli 1971 [Z 482]

[*] Fiir Diskussionen, Anregungen und Uberlassung einzelner Daten
sind wir zu Dank verpflichtet den Herren Dr. G. Blankenborn und
Dipl.-Chem. W. Haas, Konstanz, Dr. V. Massey (University of Michi-
gan) und Drs. G. Radda und J. A. T Taylor, University of Oxford.
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Biologische Vorstufen und Genese von
antikem Purpur

Von Herbert Fouquet und Hans-Joachim Bielig (Vortr.)!"

Als Bestandteil des von marinen Purpurschnecken (Murex-,
Purpura- u. a. Arten) herrithrenden antiken Purpurs (roter
=purpura blatta, blauer=purpura hyacinthina und vio-
lettroter = purpura dibapha) sind seit langem Indigo!!! und

[*] Dr. H. Fouquet und Prof. Dr. H.-J. Bielig
Institut fiir Biochemie der Universitit
66 Saarbriicken 11
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6,6'-Dibrom-indigo'?! bekannt. Lebende Purpurschnecken
enthalten jedoch keine indigoiden Farbstoffe. Zu deren
Bildung bedarf es, wie bisher angenommen, der Einwir-
kung von Luftsauerstoff und Licht auf die autolysierte Pur-
purdriise (Hypobranchialdriise), wobei noch ein Enzym
(Purpurase) im Spiel ist'**l. Letelliers Isolierungsversu-
che!® von Chromogenen ergaben bei Purpura lapillus Lam.
(Atlantik) zwei photolabile, unterschiedlich rasch Farb-
stoff liefernde Komponenten (wasserlosliches Leuko- und
atherldsliches Chlorolapillin) auBer photostabilem, alkali-
l6slichem Xantholapillin. Die dem Leukolapillin analoge
Komponente aus Purpurdriisen von Murex brandaris bzw.
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