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acid cleavage provided the dihydrochloride (m. p. 247 to
249°C) of cylindrocarpinic acid (V) [previously? obtained
by acid hydrolysis of dihydrocylindrocarpine (II1)], thus
demonstrating that cylindrocarpidine had to possess
structure IV.
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Zusammenfassung

Die Strukturaufklirung von Cylindrocarpin (II) und
Cylindrocarpidin (IV) zeigt, dass diese zwei Alkaloide die
ersten Mitglieder der Aspidosperminfamilie (I) sind, in
denen eine sauerstoffhaltige Seitenkette anstatt der ge-
wiohnlichen C-5-Athylgruppe vorliegt.

Spontane Transsulfuration
zwischen organischen Thiosulfonsiuren
und Sulfinsiuren

Die organischen Thiosulfonate der allgemeinen Formel
R-50,~-SH gewannen an biologischem Interesse, nach-
dem das Thiotaurin unter den Stoffwechselprodukten in
vivo des Cystins®2? und der Alaninthiosulfonsiure, in vitro
unter den Abbauprodukten des Cystins durch chemische?
und enzymatische® Reaktionen nachgewiesen wurde.

Es schien uns nun von Interesse, zu erforschen, ob die
Verbindungen der Formel R-SO,~SH spontan Erschei-
nungen von Transsulfuration aufweisen kénnen, welche zu
Verbindungen R-SO4—H fithren.

Zu diesem Zweck wurden einerseits Alaninthjosulfon-
sdure (I) und Hypotaurin (II), anderseits Thiotaurin {IV)
und Cysteinsulfinsdure (I1I1) in 0,02 M wisseriger Losung
bei Zimmertemperatur gemischt und die Reaktionspro-
duktealsbald papierchromatographisch untersucht (What-
man-Papier No. 4; Elution mit Phenol und Collidin-
Lutidin).

Bei beiden Fillen waren im Chromatogramm alle vier
erwihnten Verbindungen I-IV vorhanden, ausser dem
geringe Spuren von Taurin, welches der Oxydation des
Hypotaunns wihrend der Chromatographle entstammte.
Anderung des pH zwischen 5 und 8,5 sowie Verlingerung
der Reaktionsdauer #nderten den chromatographischen
Befund nicht. Das Resultat zeigt, dass eine rasche Trans-
sulfurationsreaktion zwischen den Verbindungen vom
Typ R-80,-SH und Akzeptoren vom Typ R-SO,-H
stattfindet.

RSO,SH+ R'SO,H 7r RSO,H+ R’SO,SH
1 I IiI v
R = HOOC - CHNH, - CH,~ R’ = NH,+ CH, - CH,-

Natiirlich muss eine solche Transsulfurationsreaktion
beriicksichtigt werden, wenn biologische Materialien
zwecks Feststellung von Thiosulfonaten untersucht wer-
den sollen.

C. pE Marco und M. COLETTA

Istituto di Chimica Biologica, Universita di Koma (lia-
lien), 25. Juli 1960.
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Summary

Spontaneous transulfuration reactions between alani-
nethiosulfonic acid and hypotaurine, and between thiotau-
rine and cysteinesulfinic acid, have been demonstrated.
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Uber das Verhalten von Riboflavin-Semichinon
gegen Metallionen,
Modellstudien zur Metall-Flavoenzymkatalyse

‘Wir haben frither? gezeigt, dass Riboflavin, welches in
der Chinonform Rfl vorliegt, entgegen den Befunden an-
derer Autoren? kein starker Metallchelat-Bildner ist3. Aus
der schwachen Metall-Affinitit von Rfl ldsst sich die
Metall-Spezifitit aktiver Flavoenzyme*?5 nicht erkldren.

Auch die aus Ril durch Aufnahme von 1 Mol H, ent-
stehende Leukoform RfIH, zeigt, wie wir fanden®, keine
potentiometrisch oder spektrophotometrisch nachweis-
bare Metall-Affinitat.

R
CH, '
3\(\{{/1“.\1/;1‘I A0 /N / /O
/\ N /\l NH /NH
O
Rfl RflH,

CHN(\/N /N -0
/NH

RfIH (R = Ribityl)

In der Zwischenzeit ist man — vor allem durch die Un-
tersuchungen von BEINBERT 7 —darauf aufmerksam gemacht
worden, dass ein dritter Flavin-Strukturtyp, die Flavose-
michinone RfIHS, fiir die Biokatalyse ausschlaggebende
Bedeutung hat.

Zu den Faktoren, welche diese radikalische Flavin-
Struktur ¢» vivo stabilisieren, gehort einmal, wie durch
HARBURY ef al.? experimentell begriindet und von IsEx-
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BERG und SzENT-GYORGY belegt??, die im physiologischen
Milieu statistisch begiinstigte Ausbildung von Ladungs-
Transfer-Komplexen mit geeigneten Donor-Systemen wie
Tryptophan und Adenini*1% Einen zweiten wesentlichen
Faktor vermuteten wir in der Metallionen-Affinitdt des
RIIH.

Wir haben daher versucht, die Flavosemichinone koor-
dinationschemischen Studien zuginglich zu machen. Eine
bestimmte Menge Riboflavin {(¢«Rfl») wurde katalytisch
reduziert?®. Zu der unter bestmoéglichem Luftausschluss
heiss filtrierten Losung liess man Luft zutreten bis zu
etwa 40%iger Autoxydation. Das genaue Autoxydations-
dquivalent («Rfl;eq0x?) wurde dann durch Behandlung mit
{iberschiissigem Jod und Riicktitration mit Thiosulfat,
gleichzeitig das Sauredquivalent («Rflypqe») unter abso-
lutem Luftausschluss durch pH-Titration!® bestimmt.

Das Semichinon RflH unterliegt den Gleichgewichts-
reaktionen 5 R - (RfIH), ;g. Rfl + RiIH, 1)

a

RilH, und R{IH sind beides einbasische Siuren vom unge-
fihr gleichen pK 614, Rfl dissoziiert erst bei pH ~ 10,
was in diesem Zusammenhang unwesentlich ist. Das «Fla-
vochinhydron» (RflH), ist als Ladungs-Transfer-Komplex
aus Flavochinon Rfl und Leukoflavin RilH, aufzufassen
im Einklang mit der von Puriman und PUuLLMANIS ge-
gebenen Kennzeichnung der Donor-Akzeptor-Eigenschaf-
ten von Flavinen. Auch (RflH), bildet nur ein Mono-
Anion {(Kuhnsches «Verdoflavin»i¢), da ein Ladungs-
Transfer-Komplex (Rfl-}, aus elektrostatischen Griinden
nicht stabil ist. (RflH), verhilt sich somit acidimetrisch
und potentiometrisch, nicht aber spektrophotometrisch
als Gemisch (Rfl + RflH,). Wir haben daher im pH-
Bereich 2-9 an neutralen Partikeln nur Rfl, RfIH und
RilH, zu betrachten, deren Konzentrationen sich aus dem
folgenden Gleichungs-System errechnen lassen:

Rfl +RiH+RfH, = Rfl,y, )
RfIH + 2 RfIH, = Ril,gox 3
RflH + RIH, = Rilygiq ()

In einem typischen Versuch?® fanden wir zum Beispiel
fiir eine zu 379, aufoxydierte Leukoflavin-Losung im
schwach sauren bis neutralen pH-Bereich das Verhiltnis
R:RIH: RfIH; = 34:5:61 bei 65 4- 0,2°C. Riboflavin
liegt also in reduzierendem Milieu selbst bei htherer Tem-
peratur nur zu einem kleinen Prozentsatz als freies Radi-
kal RfIH vor, was auch mit BEINgRTS spektrophotometri-
schen Befunden!? an reduziertem Flavinmononucleotid
iibereinstimmdt.

Wir haben bei den beschriebenen pH-Titrationen
Schwermetallionen zugesetzt, welche sich selbst nicht an
Redox-Reaktionen beteiligen, so vor allem Ni%+, Zn?+ und
Cd?+, im Verhdltnis Ril, ;: Me = 3:1. Dabei tritt abpH 6
eine starke Farbintensivierung ein nach karmin- bis
kirschrot. Zugleich werden - zus#tzlich zu Ril ;; (vgl
oben) — 1,5 Protonen pro Metallion freigesetzt, ohne dass
sich Me(OH), bildet. Da Ril und RflH, auf Metallionen
weder spektral noch durch Freisetzung von H+ ansprechen,
muss diese Erscheinung auf der Komplexbildung von RiIH
beruhen und kann dann nur so erklirt werden, dass eine
Gleichgewichtsverschiebung

Ril+ RIH-+ 2 Me?*t 4 2 H,0~> 2 RiIMeOH + 3 H* (5}
eintritt, was einer Verdoppelung der titrimetrisch erfass-
baren Ligand-H+-Aquivalente entspricht. RfIH wird also
in Form des Chelats thermodynamisch stabilisiert.

Zur weiteren Charakterisierung der Chelate RflMet+ ha-
ben wir Riboflavin in Veronalpuffer vom pH 7,4 mit und
ohne Zusatz von Ni?+ bzw. Cd®+ katalytisch hydriert und
nach dem Abdekantieren vom Katalysator die Autoxy-
dation spektrophotometrisch1® verfolgt. Die metallhal-
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tigen Ldsungen zeigen. gegeniiber den metallfreien eine
ausgeprdgte Schulter bei 510-520 my, welche mit fort-
schreitender Autoxydation ein Intensititsmaximum von
E ~ 103 durchliuft, wihrend Anfangs- und Endwert von
E, unter 2.10% liegen. Differenzspektren zwischen me-
tallireien und metallhaltigen Losungen zeigen Maxima im
Bereich 500 my, im Falle des Ni*+ prizis bei 500 + 0,5my.

Diese langwellige Absorption der Chelate RflMe* ent-
spricht der des- Kations RfIH,+ (503 myu)? (Kuhnsches
«Rhodoflavin» 1%}, welches mit RflMet+ «isoelektronischy
und nur in stark saurem Milieu bestdndig ist. Diese Ab-
sorption entspricht ferner der Ladungs-Transfer-Bande
im Ril-Tryptophan-Komplex1® (490 mp) sowie der lang-
welligen Bande des Flavochinon-Ag-Komplexes (pH 1:
492 my, pH 5,7:500 mp)?®,

Die genaue Ausmessung der RilMet-Bande war nur
mdoglich auf Grund der Tatsache, dass die Autoxydation
durch die Chelatisierung stark verlangsamt wird. Es liegt
damit offenbar auch eine kinetische Stabilisierung der
Radikalform vor, die Gegenstand unserer weiteren Stu-
dien ist.

Die Befunde von MAHLER und GREEN 29, denen zufolge
Metallionen fiir die Einelektronen-Ubertragung vom Fla-
vin auf Cytochrom, nicht aber fiir die Dehydrierung von
Flavoprotein-Substraten (DPNH, Acyl-CoA) notwendig
sind, erfahren durch diese Modellstudien eine struktur-
chemische Erklirung.

P, HEMMERICH 2!

Anorganisch-chemische Awnstalt der Universitdt Basel,
16. August 1960.

Summary

The specific metal-chelating properties of the flavo-
enzymes are not to be interpreted by the metal affinities
of riboflavin (Rfl) and leukoriboflavin (RflH,}, but by
those of the semiquinoid radical (RfIH). The reaction of
RfIH with metal ions gives rise to the formation of che-
lates that are well characterisable by potentiometric and
spectrophotometric analysis. By the chelation, the semi-
quinoid level of the ligand is stabilised in the thermo-
dynamic as well as in the kinetic sense.
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