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acid c leavage  p r o v i d e d  t he  d ihyd roch lo r ide  (m. p. 247 to  
249°C) of cy l ind roca rp in i c  acid (V) [p rev ious ly  ~ o b t a i n e d  
b y  acid hydro lys i s  of  d i h y d r o c y l i n d r o c a r p i n e  ( I I I ) ] ,  t h u s  
d e m o n s t r a t i n g  t h a t  cy l ind roca rp id ine  h a d  to  possess  
s t r u c t u r e  IV.  
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Zusammen]assung 

Die S t r u k t u r a u f k l ~ r u n g  yon  C y l i n d r o c a r p i n  (II) u n d  
Cy l ind roca rp id in  (IV) zeigt,  dass  diese zwei Alka lo ide  die 
e r s t en  Mi tg l ieder  der  A s p i d o s p e r m i n f a m i l i e  (I) s ind,  in  
d e n e n  eine saue r s to f fha l t i ge  S e i t e n k e t t e  a n s t a t t  de r  ge- 
w S h n l i c h e n  C - 5 - A t h y l g r u p p e  vor l iegt .  

Spontane  Tr anssu l f ur a t ion  
z w i s c h e n  o r g a n i s c h e n  Thiosu l fons i iuren  

und Sulf ins/ iuren 

Die o r g a n i s c h e n  T h i o s u l f o n a t e  de r  a l l geme inen  F o r m e l  
R - S O ~ - S H  g e w a n n e n  a n  b io log i schem In te resse ,  n a c h -  
d e m  das  T h i o t a u r i n  u n t e r  d e n  S t o f f w e c h s e l p r o d u k t e n  in 
vivo des  Cys t ins  1,~ u n d  de r  Alanin th iosul fons~iure ,  in vitro 
u n t e r  den  A b b a u p r o d u k t e n  des  Cys t ins  d u t c h  chemische  ~ 
u n d  e n z y m a t i s c h e  ~ R e a k t i o n e n  nachgewiesen  wurde .  

E s  sch ien  u n s  n u n  y o n  In te resse ,  zu er forschen,  ob  die 
V e r b i n d u n g e n  de r  F o r m e l  R - S O ~ - S H  s p o n t a n  Er sche i -  
n u n g e n  yon  T r a n s s u l f u r a t i o n  au fwe i sen  kSnnen ,  welche  zu 
V e r b i n d u n g e n  R - S O ~ - H  f t ihren.  

Zu d iesem Zweck  w u r d e n  e inerse i t s  A lan in thJosu l fon -  
s~ure  {I) u n d  H y p o t a u r i n  (II) .  a n d e r s e i t s  T h i o t a u r i n  ( IV) 
u n d  Cys te insu l f ins~ure  ( I I I )  in  0,02 M wfisseriger L S s u n g  
be i  Z i m m e r t e m p e r a t u r  g e m i s c h t  u n d  die R e a k t i o n s p r o -  
d u k t e  a l sba ld  p a p i e r c h r o m a t o g r a p h i s c h  u n t e r s u c h t  ( W h a t -  
m a n - P a p i e r  No. 4; E l u t i o n  m i t  P h e n o l  a n d  Coll idin-  
Lu t id in ) .  

Bei  be iden  F/i t len w a r e n  i m  C h r o m a t o g r a m m  alle v ie r  
e r w £ h n t e n  V e r b i n d u n g e n  I - I V  v o r h a n d e n ,  ausse r  d e m  
ger inge  S p u r e n  y o n  Tau r i n ,  welches  de r  O x y d a t i o n  des  
H y p o t a u r i n s  wi th rend  de r  C h r o m a t o g r a p h i e  e n t s t a m m t e .  
A n d e r u n g  des p H  zwischen  5 u u d  8,5 sowie V e r l ~ n g e r u n g  
de r  R e a k t i o n s d a u e r  i i nde r t en  den  c h r o m a t o g r a p h i s c h e n  
B e f u n d  n ich t .  Das  R e s u l t a t  zeigt ,  dass  e ine r a sche  T r a n s -  
s u l f u r a t i o n s r e a k t i o n  zwischen  den  V e r b i n d u n g e n  v o m  
T y p  R - S O ~ - S H  u n d  A k z e p t o r e n  v o m  T y p  R - S O ~ - H  
s t a t t f i n d e t .  

RSOzSH+ R'SO~H ~+_ RSO~H+ R'SO~SH 
I I I  I i t  IV 

R = HOOC • CHNHz • CH~- R" = N H I .  CH~ • CH~- 

Na t i i r l i ch  muss  e ine solche T r a n s s u l f u r a t i o n s r e a k t i o n  
be r ( i cks i ch t ig t  werden ,  w e n n  biologische  Ma t e r i a l i en  
zwecks F e s t s t e l l u n g  y o n  T h i o s u l f o n a t e n  u n t e r s u c h t  we t -  
d e n  sollen.  

C. DE MARCO u n d  M. COLETTA 
Istituto di Chimica Biologica, Universit& di Roma (Ira- 

lien), 25: Juli  1960. 

Summary 

S p o n t a n e o u s  t r a n s u l f u r a t i o n  r e a c t i o n s  b e t w e e n  a lan i -  
n e t h i o s u l i o n i c  ac id  a n d  h y p o t a u r i n e ,  a n d  b e t w e e n  t h i o t a u -  
f ine  a n d  cys te inesu l f in ic  acid,  h a v e  b e e n  d e m o n s t r a t e d .  
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l~ber das  Verhal ten  yon  R i b o f l a v i n - S e m i c h i n o n  
g e g e n  Meta l l ionen.  

Mode l l s tud ien  zur  M e t a l l - F l a v o e n z y m k a t a l y s e  

W i r  h a b e n  f r i iher  1 gezeigt ,  dass  R ibo f l av in ,  welches  in  
de r  C h i n o n f o r m  Rf l  vor l iegt ,  e n t g e g e n  den  B e f u n d e n  an-  
d e t e r  A u t o r e n  2 kein  s t a r k e r  M e t a l l c h e l a t - B i l d n e r  is t  a. Aus  
de r  s c h w a c h e n  Meta t l -Af f in i t~ t  y o n  Rf l  t/~sst s ich  die  
Mcta l l -Spez i f i t / i t  a k t i v e r  F l a v o e n z y m e  4,~ n i c h t  erkl~iren. 

A u c h  die aus  Rf l  d u t c h  A u i n a h m e  y o n  1 Mol  H~ e n t -  
s t e h e n d e  L e u k o f o r m  RflH2 zeigt,  wie w i t  f a n d e n  °, ke ine  
p o t e n t i o m e t r i l c h  oder  s p e k t r o p h o t o m e t r i s c h  nachwe i s -  
baxe MetaU-Aff in i t~ t .  
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I n  de r  Zwischenze i t  i s t  m a n  - v o r  a l l em d u r c h  die U n -  
t e r s u c h u n g e n  yon  BEINERT 7 _ d a r a u f  a u ~ m e r k s a m  g e m a c h t  
worden ,  dass  ein d r i f t e r  F l a v i n - S t r u k t u r t y p ,  d ie  F l a v o s e -  
m i c h i n o n e  Rf lH 8, fi ir  die B i o k a t a l y s e  a u s s c h l a g g e b e n d e  
B e d e u t u n g  ha t .  

Zu d e n  F a k t o r e n ,  welche  diese r ad ika l i s che  F l a v i n -  
S t r u k t u r  in vivo s tabi l i s ieren ,  g e h 6 r t  e inmal ,  wie d u r c h  
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BERG u n d  SZENT-GYbRGY belegt~°, die im phys io log i schen  
Milieu s t a t i s t i s c h  beg t ins t ig te  A u s b i l d u n g  yon  L a d u n g s -  
T r a n s f e r - K o m p l e x e n  m i t  gee igne ten  D o n o r - S y s t e m e n  wie 
T r y p t o p h a n  u n d  A d e n i n  n,t~. E i n e n  zwe i t en  w e s e n t l i c h e n  
F a k t o r  v e r m u t e t e n  wir  in  de r  Meta l l ionen-Aff in i tAt  des  
Rf lH.  

~Vir h a b e n  d a h e r  v e r s u c h t ,  die F l a v o s e m i c h i n o n e  koor -  
d i n a t i o n s c h e m i s c h e n  S t u d i e n  zugXnglich zu m a c h e n .  E i n e  
b e s t i m m t e  Menge  R i b o f l a v i n  (~Rfltota) w u r d e  k a t a l y t i s c h  
r e d u z i e r t  x". Zu de r  u n t e r  be s tmTg l i chem L uf t aus s ch t u s s  
heiss  f i l t r i e ~ e n  L b s u n g  liens m a n  L u f t  z u t r e t e n  b is  zu 
e tw~  4 0 % i g e r  A u t o x y d a t i o n .  D as  g e n a u e  A u t o x y d a t i o n s -  
{ iquivalent  (((Rflreaox~) w u r d e  d a n n  d u r c h  B e h a n d l u n g  m i t  
f iberschi i ss igem J o d  u n d  R i i c k t i t r a t i o n  m i t  Th iosu l fa t ,  
g le ichzei t ig  des  Sgure f iqu iva len t  ((~Rflacta ~) u n t e r  abso-  
l u t e m  L u f t a u s s c h l u s s  d u r c h  p H - T i t r a t i o n  ~a b e s t i m m t .  

Des  S e m i c h i n o n  R f l H  un te r l i eg t  d e n  Gle iehgewich ts -  
r e a k t i o n e n  2 RflH ~ (RflH)~ ~_ RfI+Rf lH~ (1) 

a b 
R f l H ,  u n d  R f l H  s ind  be ides  e inbas i sche  Si iuren v o m  unge-  
fghr  g le ichen p K  6 ~a. Rf l  d issozi ier t  e r s t  bei  p H  ~ 10, 
was  in  d iesem Z u s a m m e n h a n g  u n w e s e n t l i c h  ist.  Das  (~ F la -  
voch inhydron) )  (RflH)~ i s t  als L a d u n g s - T r a n s f e r - K o m p l e x  
aus  F l a v o c h i n o n  Rf i  u n d  L e u k o f i a v i n  R f l H ,  au fzu fas sen  
i m  E i n k l a n g  m i t  de r  y o n  PULLMAN u n d  PULLMAN 1~ ge- 
g e b e n e n  K e n n z e i c h n u n g  d e r  D o n o r - A k z e p t o r - E i g e n s c h a f -  
t e n  y o n  F l a v i n e n .  A u c h  (RflH)~ b i lde t  n u r  e in  Mono-  
A n i o n  ( K u h n s c h e s  (~Verdoflavin~Xs), d a  ein L a d u n g s -  
T r a n s f e r - K o m p l e x  (Rf i - ) ,  aus  e l e k t r o s t a t i s c h e n  G r f i n d e n  
n i c h t  s t ab i l  ist .  (RflH)~ v e r h ~ l t  s ich  s o m i t  a c i d i m e t r i s c h  
u n d  p o t e n t i o m e t r i s c h ,  n i c h t  a b e r  s p e k t r o p h o t o m e t r i s c h  
a ls  G e m i s c h  (Rfi  + Rf lH, ) .  W i r  h a b e n  d a h e r  i m  p H -  
B e r e i e h  2 - 9  a n  n e u t r a l e n  P a r t i k e l n  n u r  Rfl,  R f l H  u n d  
R f l H ,  zu b e t r a c h t e n ,  d e r e n  K o n z e n t r a t i o n e n  s ich aus  d e m  
fo lgenden  G l e i c h u n g s - S y s t e m  e r r e c h n e n  lessen :  

I~fl + RflH + RflH,  = Rflto t (2) 

RflH + 2 RflH a ----- Rflredo x (3) 

R f l H +  RflH a = Rflaeid (4) 

I n  e i n e m  t y p i s c h e n  Ve r s uch  x" f a n d e n  wir  z u m  Beispie l  
fiir eine zu 37% a u f o x y d i e r t e  L e u k o f l a v i n - L 6 s u n g  i m  
s c h w a c h  s a u r e n  bis  n e u t r a l e n  p H - B e r e i c h  das  VerhAl tn is  
R f h R f l H : R f l H ,  = 3 4 : 5 : 6 1  bei  65 4- 0,2°C. R i b o f l a v i n  
l iegt  also in  r e d u z i e r e n d e m  Milieu se lbsf  bei  h S h e r e r  T e m -  
p e r a t u r  n u r  zu e i n e m  k le inen  P r o z e n t s a t z  als freies R a d i -  
ka l  R f l H  vor ,  was  a u c h  m i t  BEINERTS s p e k t r o p h o t o m e t r i -  
s chen  B e f u n d e n  t~ a n  r e d u z i e r f e m  F l a v i n m o n o n u c l e o t i d  
i i be re ins t immt .  

W i t  h a b e n  bei  den  b e s c h r i e b e n e n  p H - T i t r a t i o n e n  
S c h w e r m e t a l l i o n e n  zugese tz t ,  welche  sich se lbs t  n i c h t  a n  
R e d o x - R e a k t i o n e n  bete i l igen,  so v o r  a l l em Ni  *+, Zn*+ u n d  
Cd 2+, i m  Verh/~l tnis  Rfltot:  Me ---- 3 : 1. D a b e i  t r i t t  a b  p H  6 
e ine  s t a r k e  F a r b i n t e n s i v i e r u n g  e in  n a c h  k a r m i n -  b i s  
k i r schro t .  Zugle ich  w e r d e n  - zus~tz l ich  zu Rflacid (vgl- 
oben)  - 1,5 P r o t o n e n  p ro  Meta l l i on  f re igesetz t ,  o h n e  dass  
s ich  M e ( O H ) ,  b i lde t .  D a  Rf l  u n d  Rf lHa  a u f  Me t a l l i onen  
w e d e r  s p e k t r a l  n o e h  d u t c h  F r e i s e t z u n g  yon  H + a n s p r e c h e n ,  
muss  diese E r s c h e i n u n g  a u f  de r  K o m p l e x b i l d u n g  y o n  R f l H  
b e r u h e n  u n d  k a n n  d a n n  n u r  so e rk l~ r t  werden ,  dass  e ine  
G le i chgewich t sve r sch i ebu  ng  

Rf l+  R f l H - +  2 Me*++ 2 H~O-+ 2 RflMeOH + 3 H + (5) 

e in t r i t t ,  was  e iner  V e r d o p p e l u n g  de r  t i t r i m e t r i s c h  erfass-  
b a r e n  L i g a n d - H + - A q u i v a l e n t e  en t s p r i ch t .  R f l H  wi rd  also 
in  F o r m  des  Chela t s  t h e r m o d y n a m i s c h  s tabi l i s ie r t .  

Zu r  we i t e r en  C h a r a k t e r i s i e r u n g  de r  Che la te  RflMe+ ha -  
b e n  wir  R i b o f l a v i n  in V e r o n a l p u f f e r  v o m  p H  7,4 m i t  u n d  
o h n e  Z u s a t z  yon  Ni  ~+ bzw.  Cd ~+ k a t a l y t i s c h  h y d r i e r t  u n d  
n a c h  d e m  A b d e k a n t i e r e n  v o m  K a t a l y s a t o r  die A u t o x y -  
d a t i o n  s p e k t r o p h o t o m e t r i s c h  x* verfolgt .  Die  m e t a l l h a l -  

t i g e n  L S s u n g e n  zeigen, gegen i ibe r  den  me ta l l f r e i en  eine 
ausgepr / ig te  S c h u l t e r  bei  510-520 m~z, welche m i t  fo r t -  
s c h r e i t e n d e r  A u t o x y d a t i o n  e in  I n t e n s i t / ~ t s m a x i m u m  y o n  
E --~ 103 durchlfi.uft,  w ~ h r e n d  Anfangs -  u n d  E n d w e r t  yon  
Es ,  o u n t e r  2.102 liegen. D i f f e r e n z s p e k t r e n  zwischen  me-  
t a l l i r e i en  u n d  m e t a l l h a l t i g e n  L 6 s u n g e n  ze igen  M a x i m a  i m  
Bere i ch  500 m~z, i m  Fa l le  des  Ni*+ pr~zis  bei  500 4- 0,Smv~. 

Diese  langwel l ige  A b s o r p t i o n  d e r  Che la te  Rf lMe+ e n t -  
s p r i c h t  d e r  d e s  K a t i o n s  R f l H , +  (503 mtz ) 17 ( K u h n s c h e s  
*Rhodof lav in ,16) ,  welches  m i t  Rf lMe  + , i s o e l e k t r o n i s c h a  
u n d  n u r  in  s t a r k  s a u r e m  Milieu b e s t ~ n d i g  ist.  Diese Ab-  
s o r p t i o n  e n t s p r i c h t  f e rne r  de r  L a d u n g s - T r a n s f e r - B a n d e  
i m  R f l - T r y p t o p h a n - K o m p l e x  x0 (490 miz ) sowie de r  l ang-  
wel l igen B a n d e  des  F l a v o c h i n o n - A g - K o m p l e x e s  (pH t :  
492 m~,  p H  5 ,7 :500  mtz) 19. 

Die genaue  A u s m e s s u n g  d e r  Rf lMe+-Bande  w a r  n u r  
m6gl ich  au f  G r u n d  de r  Ta t s ache ,  dass  die A u t o x y d a t i o n  
d u r c h  die Che la t i s i e rung  s t a r k  v e r l a n g s a m t  wird.  Es  l iegt  
d a m i t  o f f e n b a r  a u c h  eine k ine t i s che  S tab i l i s i e rung  de r  
R a d i k a l f o r m  vor ,  die G e g e n s t a n d  unse re r  we i t e r en  S tu -  
d ien  ist.  

Die  B e f u n d e  v o n  MAHLER u n d  GREEN 20 d e n e n  zufolge 
Meta l l i onen  fiir  die E i n e l e k t r o n e n - ( 3 b e r t r a g u n g  v o m  Fla-  
v in  au f  C y t o c h r o m ,  n i c h t  a b e r  fiir die D e h y d r i e r u n g  y o n  
F l a v o p r o t e i n - S u b s t r a t e n  ( D P N H ,  Acyl-CoA) n o t w e n d i g  
s ind,  e r f a h r e n  d u t c h  diese Mode l l s tud ien  eine s t r u k t u r -  
chemische  E r k l a r u n g .  

P .  HEMMERICH 21 

Anorganisch-chemische Anstalt der Universitlit Basel, 
t6. August 1960. 

Summary 

T h e  specif ic  m e t a l - c h e l a t i n g  p r o p e r t i e s  of t h e  t a r o -  
e n z y m e s  a re  n o t  to  b e  i n t e r p r e t e d  b y  t h e  m e t a l  a f f in i t ies  
of r i b o f l a v i n  (Rfl) a n d  l e u k o r i b o f l a v i n  (Rf lH,) ,  b u t  b y  
t hose  of t h e  s e m i q u i n o i d  r ad i ca l  (RflH) .  T h e  r e a c t i o n  of  
R f l H  w i t h  m e t a l  ions  gives  r ise to  t h e  f o r m a t i o n  of  che-  
l a tes  t h a t  are  well  c h a r a c t e r i s a b l e  b y  p o t e n t i o m e t r i c  a n d  
s p e c t r o p h o t o m e t r i c  analys is .  B y  t h e  che la t ion ,  t h e  semi-  
qu ino id  level  of t h e  l igand  is s t ab i l i sed  in  t h e  t h e r m o -  
d y n a m i c  as well  as in  t h e  k ine t i c  sense.  

lO I. ISENBERG und A. SZKNT-GY6t~Y, Proe. nat. Acad. Sci., 
Wash. 44, 857 (1958). 

ax G. WEBER, Bioehem. J. 47, 114 (1950), 
a2 UnverSffentlichte eigene Versuehe (H. BR~STZI~GKR und P. 

HE,~MERICH). 
Xa Rfltot = 4-8 • 10aM, LSsungsmittel50% ire Methylcellosolve 

aq., Katalys. Pd auf Kohle, Poteatiometer Metrohm E 187. 
x¢ L. I~hcHAELIS und G. SCHWARZKNBACH a geben PKRflH) = 6,2, 

PKRfl H = 6,6. Wir finden in l~bereinstimmung damit pK 6,25 fiir 
RflHs/RflH-Gemisch. Dieselben Autoren finden RflH]Rflto t maximal 
0,1-0,2 bci 30°C und pH 5-7,5 flit Rflto t kleiner sis 10 -4 ~I, gegen 
hShere Konzentrationen abfaUend, 

la A. und B. PULLMAN, Proc. nat, Aead, Sci., "Wash. 44, 1197 
(195s). 

~s R. KUHN uad R. STROBKLE, Ber. dtseh, chem. Ges. 70, 753 
(1937). 

i~ H. BEINERT, J. Amer. chem. Soc. 78, 5323 (1956). 
~s Wqr sind Herrn Prof. K. Wm.LENFKLS, Freiburg i. Br., flit die 

f~berlassung seines automatisch registrlerenden Cary-Spektrometers 
sowie Herrn cand. chem. H. DtEKMANN fiir die Ausffihrung der Mes- 
sungen zu grossem Dank verpflichtet. 

a9 p. BA*[EER6, P. HE~tMKmCH und H. EELENMEYER, wird dem- 
nfiehst publiziert. 

20 H. R. MAHLER und D. E. GREEN, Science 120, 7 (1954). 
~ Ich danke Herrn Prof. H. ERLE~CMKVKR fiir sein Interesse an 

dieser Arbeit und dem Schweizerischen Nationalfonds zur F6rderung 
der wissenschaftlichen Forschung ffir materielle Unterstiitzung. Den 
Herren Prof. H. A. HAREURV, YALE und Dr. H, BR~CTZlNGER, Ba~el, 
danke ich fiir wertvolle Diskussionen und Hinweise. 


