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GERHARD PFLEIDERER, EBERHARD SANN *) und ARTHUR STOCK 
Zum Wirkungsmechanismus von Dehydrogenasenl) 

Das Reaktionsverhalten von Pyridinnucleotiden (PN) und 
PN-Modellen mit Sulfit als nucleophilem Agensz) 

Aus der Biochemischen Abteilung des lnstituts 
fur Organische Chemie an der Universitat Frankfurt a. M. 

(Eingegangen am 1. August 1960) 

Herrn Prof. Dr. Richard  Kuhn rum 60. Geburtstag in Verehrung gewidmet 

Die Dissoziationskonstante des DPN-Sulfit-Adduktes * *)  wird spezifisch durch 
LDH und andere Dehydrogenasen um einige Zehnerpotenzen herabgesetzt. Zur 
Klarung dieses Effektes wurde die zwischen- und innermolekulare Beeinfluobar- 
keit der K D ~ ~ ~  von Addukten von Sulfit an Pyridiniumderivate untersucht. Die 
Abhangigkeit der Adduktbildung von PH, Temperatur, einigen Fremdionen und 
Losungsmittel-Dielektrizitatskonstanten wurde gemessen. Substituenten in 1 - 
und 3-Stellung erniedrigen oder erhahen entsprechend ihren mesomeren und 
induktiven Effekten auf den Pyridinkern die K D ~ ~ ~ .  Diese Wirkung wird im Hin- 
blick auf DH-Wirkungsmechanismen diskutiert. Die Pyridinium-Sulfit-Addukte 
sind entsprechend ihren K D ~ ~ ~  in ihre ionoiden Gleichgewichtskomponenten dis- 
soziiert. Sie sind im undissoziierten Anteil im allgemeinen homoopolar, polari- 
siert gebundene 1.4-Dihydro-pyridin-4-sulfonate. Oberhalb von PH 7 konnen sie 

mit Hydrogensulfit zu einem ,,Saureprodukt" weiterreagieren. 

Bekanntlich wurde der Nicotinamidteil der beiden Pyridin-nucleotide, DPN und 
TPN, 1936 durch WARBURG und KARRER als der Wasserstoff-Ubertrager erkannt. 
Seit dieser Zeit hat es nicht an Untersuchungen und Hypothesen gefehlt, die Beitrage 
zu den heute erst z. T. aufgeklarten Wirkungsmechanismen der PN-benotigenden 
Dehydrogenasen liefern konnten. Die ,,optkche Methode" von 0. WARBURG erlaubt, 
durch Verfolgung der Absorptionszunahme bei 340mp und Abnahme bei 260mp 
die reversible Hydrierung des PN (11) zum PNH (1) zu beobachten. 0. MEYERHOF, 
P. OHLMEYER und W. MoHLE3) entdeckten 1938, daR Sulfit- und Cyanidionen am 
DPN ahnfiche Spektralanderungen verursachen, also an den Pyridinring addiert 
werden. Fur die Formulierung des DPN-Sulfit-Additionsprodukts schlug R. KUHN3') 

die Struktur einer ,,Aldehyd-Bisulfit-Verbindung" vor. 
*) Teilder Dissertat. E. SANN, Univ. Frankfurt a. M. 1961. 

**)  Abktirzungen: K D ~ ~ ~  = Dissoziationskonstante; p ~ ~ j ~ ~  = -log K D ~ ;  DK = Di- 
elektrizitatskonstante; PN = Pyridin-nucleotid; PNH = 1.4-Dihydro-PN; DPN(H) = Di- 
phospho-PN(H); TPN(H) = Triphospho-PN(H); Py@ = Pyridin(ium)-Derivat; N M N  = 
Nicotinamid-mononucleotid; DH = Dehydrogenase; LDH = Lactat(Mi1chsaure)-DH ; 
ADH Alkohol-DH ; MDH = Malat(#pfelsBure)-DH; Tris = a.a-Bis-hydroxymethy1-p- 
hydroxy-athylamin. 

l )  Vorige Mitteil.: G. PFLEIDERER und E. HOHNHOLZ, Biochem. Z. 331, 245 [1959]. 
2) Ein Teil der Ergebnisse wurde auf dem 11. Mosbacher Colloquium der Ges. f. Physiol. 

3) Biochem. Z. 297, 113 [1938]. 
Chemie am 30. April 1960 vorgetragen. 

3a) Zitiert in 1. c.?), S. 121. 
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G. PFLEIDERER, D. JECKEL und TH. WIELAND~) konnten feststellen, daB das relativ 
stark dissoziierende DPN-Sulfit-Additionsprodukt (111) spezifisch mit einer stkhio- 
metrischen Menge LDH momentan zu einem fast undissoziierten Addukt zusammen- 
tritt. Dieses ternare LDH-Addukt zeigt das Absorptionsmaximum ebenso wie das 
enzymfreie binare Addukt bei 3 19 - 320 mp. Durch das DPN-Sulfit-Addukt wird 
die LDH-katalysierte H-Ubertragung von DPNH auf Pyruvat competitiv gehemmt, 
und LDH kann vor Denaturierung (durch Hitze, Harnstoff, Proteolyse oder SH- 
Reagenzien) z. T. geschutzt werdens), wahrscheinlich weil die DPN(H)- und substrat- 
bindenden Gruppen der ,,aktiven LDH-Bezirke“ nun besetzt sind. Durch vie1 L( +)- 
Lactat 1aBt sich die Sulfithemmung competitiv wieder aufheben. Sulfit kann also als 
ein Pseudosubstrat mit entsprechender Ladung und G r o k  des L( +)-Lactats aufge- 
faBt werden, bei dem aber infolge Fehlens des zu ubertragenden Hydridwasserstoffes 
die normale Enzymreaktion nicht ablauft und blockiert bleibt. 

H ( S O P )  H (HNOH) 

I I I 

R I  R I 1  R 111 R IV 
R = Ribose-pyrophosphatadenosin R = CONH2 

Eine entsprechende Bindung des DPN-Hydroxylamin-Addukts (IV) zum ternaren 
Addukt an Leber-ADH und dessen competitive ADH-Hemmung hatten N. 0. KAPLAN 
und Mitarbb.6.7) beobachtet und untersucht. Da die Hemmung durch Hydroxylamin 
spezifisch fur ADH und die durch Sulfit spezifisch fur LDH und auch fur andere 
a-Hydroxysiiure-DH i d ) ,  mussen unterschiedliche Bindungsarten angenommen 
werden. Diese konnten darin bestehen, daB bei der ADH das Zink eine bindende 
Rolle spielt, das in dieser, aber nicht in den a-Hydroxysaure-DH gefunden wurdeg), 

R R R R 

oder u. U. darin, daB die Bindung an verschiedene Atome des Pyridiniumrings erfolgt. 
Hier ist die positive Ladung bekanntlich mesomer auf die Pyridinatome 1, 2, 4 und 6 
verteilt. Nach verschiedenen Untersuchungen9-15) hangt es beim Angriff nucleophiler 

4) Biochem. Z. 328, 187 [1956]. 
5 )  G .  PFLEIDERER, D. JECKEL und TH. WIELAND, Biochem. Z. 329, 104 [1957]. 
61 R. M. BURTON und N. 0. KAPLAN, I. biol. Chemistry 211, 447 [1954]. 
7)  N. 0. KAPLAN und M. M .  Ciotti, J. biol. Chemistry 211, 431 [1954]. 
8 )  G. PFLEIDERER, D. JECKEL und TH. WIELAND, Biochem. Z. 330, 296 [1958]. 
9) S. P. COLOWICK, N. 0. KAPLAN und M. M. C I O ~ I ,  J. biol. Chemistry 191, 447 (1951). 

10) M .  R. LAMBORG, R. M. BURTON und N. 0. UPLAN, J. Amer. chem. SOC. 79,6173 [1957]. 
‘ 1 )  F. K R ~ ~ H N K E ,  K. ELLEGAST und E. BERTRAM, Liebigs Ann. Chem. 600, 176 [1956]. 
12) E. M. KOSOWER und P. E. KLINEDINST, J. Amer. chem. SOC. 78, 3493, 3497 [1956]. 
13) K. WALLENFELS und H. SCHULY, Liebigs Ann. Chem. 621, 86 [1959]. 
14) K. WALLENFELS und H .  DIEKMANN, Liebigs Ann. Chem. 621, 166 [1959]. 
Is) K. WALI-ENFELS und M .  GELLRICH, Chem. Ber. 92, 1406 [1959]. 
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Agenzien von deren Natur und den Reaktionsbedingungen ab, welcher Gleichge- 
wichtsanteil als heteropolares Pyridiniumsalz und welcher als 2-, 4- oder 6-isomeres 
Carboniumaddukt vorliegt. Letzteres wurde auch als Pseudosalz, Kryptosalz13), 
,,charge transfer"- bzw. Elektronen-Donator-Acceptor-Komplex12) bezeichnet. 

Uber Sulfit-Addukte liegen bisher nur vereinzelte Mekrgebnisse von N. 0. KAPLAN 
und Mitarbb. 9) sowie von K. WALLENFELS und H. SCHULY 13) vor. Wegen der oben er- 
klarten Bedeutung des Sulfits als Pseudosubstrat wurde von uns das Reaktionsver- 
halten von Sulfit mit Pyridiniumsalzen naher untersucht. 

MESSERGEBNISSE UND DISKUSSION 

1. Die Dissoziationskonstanten der PN-Modell-Sulfit- Addukte 

PN-Modell-Sulfit-Addukte: Substituierte Pyridiniumsalze sind am einfachsten durch 
ihre UV-Absorption zu erkennen. Das Maximum der Iangstwelligen UV-Absorptions- 
bande in Wasser liegt beim Pyridin, bei m-substituierten Pyridinderivaten und bei 
deren N-Alkyl-pyridiniumsalzen im Bereich zwischen 255 mp und 270 mp (Abbild. 1 
und Tab. 2). Sowohl bei ihren 1.4-Dihydroderivaten als auch ihren Verbindungen mit 
den meisten nucleophilen Agenzien, tritt an Stelle dieser eine um 50 - 150 mp Ianger- 
wellige Bande auf (vgl. Abbild. 1 und Tab. 2 und 3). Als Farbumschlag von Farb- 
10s nach Gelb ist diese Verschiebung in bestimmten Fallen sogar visuell zu verfolgen, 
z. B. beim Zusammengeben von [ 1-Alkyl-nicotinsaure-amidl-chlorid mit konz. Sulfit- 
Losung auf einer Tupfelplatte. - D(cm-'l 

35 

04 

01 

&rn,ci/ --* 
Abbild. 1. UV-Spektren von N M N  und NMN-Sulfit-Addukt im Gleichgewicht. 10-4 m 
NMN in m/lo Tris-acetat-Puffer PII  8.0 mit steigenden Mengen Sulfit versetzt; in der Ver- 

gleichskuvette die entsprechende Sulfit-Konzentration 

Abbild. 1 zeigt am NMN, wie bei konstant gehaltener Pyridiniumsalz-Konzen- 
tration durch Zugabe steigender Mengen Sulfit das Gleichgewicht in die Richtung 
der Adduktbildung verschoben wird. Hierbei IaBt sich die spektrale Verschiebung 
klarer erkennen als am DPN und TPN, da in diesen die 260-mu-Absorption durch 
die Adeninabsorption bei 260 mp uberlagert wird. Die Bildungs- bzw. Zerfalls- 
geschwindigkeiten der Addukte beim Zusammmgeben bzw. Verdiinnen der Losungen 
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sind im allgemeinen so gro8, daR selbst bei geringer Konzentration der Reaktions- 
teilnehmer die jeweilige Gleichgewichtslage vor dem Registrieren der Spektren einge- 
stellt ist. Ihr Verlauf durch einen isosbestischen Punkt (IP) (Abbild. 1) weist darauf 
hin, da8 keine langlebigen Zwischenprodukte entstehen. Auf ein langsames Absinken 
der Adduktbande infolge einer Sekundarreaktion wird spater eingegangen. 

Abbild. 2. Extinktionswerte von NMN (265 mp) und seinem Sulfit-Addukt (318 mu) in 
Abhangigkeit von der Sulfit-Konzentration (Mol/l) 

* )  uberlagert durch den Ausllufer der breiten Adduktbande 

Die Abhangigkeit der Extinktion von der Konzentration zeigt das Bild einer Hyperbel 
(Abbild. 2). Wird bei konstanter Sulfit-Konzentration die Pyridiniumsalz-Konzen- 
tration uber die Sulfit-Konzentration hinaus erhoht, so sollte bei der Addition eines 
zweiten Pyridinium-Kations an das Sulfit zu einem Doppel-Addukt, wie es fur das 
Dichlorbenzylnicotinsaureamid von K. WALLENFELS und H. SCHULY 13) beschrieben 
wurde, uber die normale Extinktionszunahme des Sulfit-Addukts hinaus ein zusatz- 
licher Anstieg erfolgen. Dies ist jedoch nicht der Fall, d. h. es liegt in waiRriger 
Losung das Pyridiniumsalz des anionoiden einfachen Addukts vor. Abgesehen von 
letzterer Komplikationsmoglichkeit, die durch Messen bei Sulfit-UberschuB entfallt, 
besteht fur die Sulfit-Addukte also folgende einfache Gleichgewichtsbeziehung: 

u R 

Diese la& sich durch die Bildungskonstante oder deren reziproke, stochiornetrische 
Dissoziationskonstante (KDiss) angeben. Die Aktivitatskoeffizienten sollen als nahezu 
I hier allgemein vernachlassigt werden. 

Die Ermittlung der Dissoziationskonstanten (KDiss) 
a) 1st in obiger Gleichung [Pye] 7 [Py-S030], d. h. liegt gerade die Halfte der 

Pyridiniumionen als Addukt vor, so ist KDiSs =: [SO$@]. Es braucht also fur die 
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Halbwertshohen im Pyridiniumsalz- (abziiglich Adduktbanden-uberlagerung) oder 
Addukt-Maximum nur die erforderliche molare Sulfit-Konzentration durch Inter- 
polation ermittelt zu werden (Abbild. 2, 3). Bei logarithmischer Suffit-Skala (Abbild. 3) 
ist log KDiss aukrdem der Wendepunkt. Man kann diese Ermittlung des log KDiss- 
Wertes (als - p ~ ~ ~ ~ ~  bezeichnet) aus der logarithmischen Sulfit-Skala mit der Er- 
mittlung eines pK-Wertes aus der pa-skaki vergleichen. Obige Methode ist aber nur 
fiir mittlere p ~ D j ~ ~  von 0-4 anwendbar. 

fGg/SOJ3'@j-- 
Abbild. 3. Extinktion bei 318 rnp von Abbild. 2 in Abhangigkeit von der logarithrnisch auf- 

aufgetragenen Sulfit-Konzentration (Mol//) 

b) 1st die Dissoziation so groD, da8 selbst mit 1 m Sulfit nicht mehr die Halbwerts- 
hohe erreicht wird ( p ~ ~ , ~ ~  < 0), bestimmt man KDiss auf eine andere Weise. Man er- 
mittelt im 260-mp-Bereich die Extinktion El der Pyridinium-Konzentration vor 
Sulfitzugabe, sowie die Extinktion E2 der noch vorhandenen Pyridinium-Konzentration 
nach Zugabe von 1 m Sulfit. Fur [SO3201 = 1 ist KDks = [Py@]/[Py-S03e], also ist 
KD,,, = E2/(E1 -E2) = (EI/(E1- E2)) - 1. Weil im 260-mp-Bereich hohe Sulfit-Konzen- 
trationen die Messung von E2 storen, kann man die Extinktionsabnahme (El -E2) auch 
indirekt ermitteln, da sie proportional der Zunahme E3 im 320 -420-mp-Bereich ist: 
El -E2 = E ~ ( E ] / E ~ ) .  Das Verhaltnis der Extinktionskoeffizienten E I / E ~  laRt sich er- 
mitteln. Es ist fur Pyridinderivate ohne zusatzlichen Chromophor etwa 5/6. 

c) 1st die Dissoziation so gering, daB bereits bei einer 10-4 molaren Sulfit-Konzen- 
tration die Halbwertshohe uberschritten wird ( p ~ ~ ~ ~ ~  > 4), SO laDt sich nicht gut 
bei geringeren Konzentrationen arbeiten, da dann die Extinktion zu klein ist. Man 
bestimmt hier die Addukt-Extinktion E3 bei aquimolarer Py@- und Sulfit-Konzen- 
tration S (z. B. lO-4m), sowie die Extinktion E4 nach Zugabe eines hohen Suffit- 
Uberschusses. Die Extinktionszunahme AE = E4-E3 entspricht dem freien Py@ und 
aquimolaren S o p .  Durch Einsetzen der entsprechenden Extinktion und Umwand- 
lung in die Konzentrationen folgt fur KDjss: 

P Y 9 [ S O P I  = (A;)* / E4- - - (E4-E3)? _____  . 
[PY - so39 S E4*E3 KDiss = 

Die Abhangigkeit vom p ~ :  Wie Abbild. 4 zeigt, ist die Wasserstoffionen-Konzen- 
tration fur die Existenz der Addukte von wesentlicher Bedeutung. Bei dem abgebil- 
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deten Beispiel entsteht unterhalb von PH 5.5 praktisch kein firidhiurn-Addukt ( I ) .  
Zwischen PH 5.5 und 7.5 ist die Addukt-Konzentration pa-abhangig (2). Von PH 7.5 
bis 10 liegt das Sulfit-Addukt ohne nennenswerte ps-Abhangigkeit vor (3). Oberhalb 

Abbild. 4 
pli-Abhangigkeit der Bildung eines 
Sulfit-Addukts, gemessen durch die 

Extinktion bei 340 miJ-, 10 - 3  ni 

[t-Methyl-nicotinsiiurearnid]-chlorid in 
0 . 2 m  NazSO3, mit HCI oder NaOH 
auf den MeO-pH-Wert eingestellt und 

sofort gemessen 

von PH 10 geht seine Konzentration wieder zuruck, da sich OHQ-Ionen kompetitiv 
anzulagern beginnen (4). Demnach herrschen je nach PH folgende Gleichgewichte vor : 

(1) Bildung von Hydrogensulfit: PK 1: 

PK 7> 

SO2 + HzO H2SO3 r- He + HS03°16)  

(2) Bildung von Sulfit : HSO3Q -7- H @  k S 0 3 2 0  16) 

(3) Bildung von Sulfit-Addukt: Pye  -I- SO3Ze t Py-SO,e 
(4) Bildung von Pseudobase: Py@ + O H 0  += Py -OH 

Aus der plr-Abhangigkeit im Dissoziationsbereich von Hydrogensulfit zu Sulfit 
geht hervor, daB es sich bei den Pyridiniumionen um eine Anlagerung des Sulfitions 
handelt. Im Gegensatz dazu lagert sich bekanntlich an die Carbonylgruppe der 
elektroneutralen Aldehyde und Ketone das Hydrogensulfition an. Auch die anderen 
Nicotinamidderivate wie N-Benzyl-nicotinamid und DPN zeigen ps-Kurven wie in 
Abbild. 4. Deshalb wurden die KDiss im allgemeinen bei PH 8.0, also im pa-unab- 
hangigen Bereich bestimmt. Der pli-abhangige Bereich kann u. U. verschoben sein, 
z. B. bei kleiner KDiss und hoher Sulfit-Konzentration ins Saure. Umgekehrt addie- 
ren I-Methyl-3-formyl- (11, R = CH3, R --- CHO), 1-Methyl-3-acetyl- (11, R = CH3, 
R’ 2 COCH3) und 1-Methyl-3-cyan-pyridiniumsalze (11, R := CH3, R’ = CN) bei 
prr 8.0 noch pH-abhangig. Letztere wurden deshalb bei PH 10 gemessen. Vermut- 
lich liegt hier eine Storung durch Hydrogensulfit-Addition an den x-Kohlenstoff der 
Seitenkette in 3-Stellung vor. 

16) M .  RAUEN, Biochern. Taschenbuch, S. 639, Springer-Verlag, Berlin 1956. 
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Die Abhangigkeit von KDiss von der Temperatur: Abbild. 5 zeigt fur das DPN- 
Sulfit-Addukt in waDriger Losung von ~ E I  8, wie bei ansteigender Temperatur das 
Addukt zunehmend dissoziiert. Es resultiert hier fur 55 '  im pKDi,-Wert eine Fehler- 
breite von h0.05, die noch unter der in den Tabellen angegebenen von iO.l liegt. 

Abbild. 5 
Ternperaturabhangigkeit von p~~~~~ 

beirn DPN-Sulfit-Addukt. 
IO+m DPN in m/lo Tris- 

acetat-Puffer PH 8.0; errnittelt dwch 
Messung der Extinktion bei 320 rnp 

Diese Messungen erfolgten meist bei 28 i 5". Gleichzeitig laDt sich aus der Tempera- 
turabhiingigkeit von KDi, die W-etonung der DPN-Sulfit-Addukt-Bildung fur 
etwa 28" errechnen. 

d ( 2 . 3 . ~ ~ ~ .  ) 
d T  

A H  = RT2 ----'!% = - 3.3 kcal/Mol 

Entsprechend ergibt KDiss eine freie Enthalpie der Adduktbildung von: 

AG = -RT.2.3pKDiss = -2.3 kcal/Mol. 

Obige Temperaturabhangigkeit und Werte gelten nicht allgemein, stellen jedoch fur 
die untersuchten Falle entsprechend einer mittleren KDks fur das DPN-Sulfit-Addukt 
(vgl. Tab. 2 und 3) etwa einen Mittelwert dar. Zum Beispiel liegt fur diese Addukte 
AG im Ekreich von -3 bis +7 kcal/MoI. 

2. Intermolekulare Beeinflussung der Dissoziationskonstanten 

Beeinflussung durch Anionen: Beim Vergleich von KDi,,-Bestimmungen in Borat-, 
Phosphat- und Tris-acetat-Puffer, fielen geringe, aber reproduzierbare Unterschiede 
auf. Deshalb wurde die Beeinflussung der DPN-Sulfit-Addukt-Bildung durch ver- 
schiedene, wenig nucleophile Anionen in 1 molarer Losung getestet. Die Ergebnisse 
gibt Tab. 1 wieder. 

Im allgemeinen scheint entsprechend der Konzentration, Ladung, Polarisierbarkeit 
und Grol3e der Anionen ein Verdrangungseffekt der Sulfit-Anionen vorzuliegen. 
Speziell beim Borat durfte sich bei glykosidischen Resten R, wie auch beim DPN ein 
Boratkomplex mit negativer Ladung ausbilden, die zusatzlich auf die Addition 
hemmend wirkt. Da das Acetation sich als verhaltnismaBig indifferent envies, wurde 
fur die weiteren Untersuchungen im allgemeinen m/lo Tris-acetat-Puffer gewahlt. 
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Tab. 1 .  Fremdionen-Beeinflussung der Dissoziationskonstanten des DPN-Sulfit-Addukts *) 
- 

Konz. Anion bzw. 
mol. Kation 

0.01 Acetat 

1 Acetat 
1 Lactat 
1 Citrat 

1 Br" 

0.1 Acetat 

1 c19 

1 clop 
1 so429 
1 HP0428 
1 Borat 
1 Athylendiguani- 

1 HCO,e 

diniumacetat 

'PKDiss 
(vgl. mit 

m/loo Tris-acetat) 

I .66 
1.65 
1.55 
1.4 
1.2 
1.25 
1.15 
1 .o 
1.2 
1.25 
1.25 
0.85 
1.75 

- 
- 

--0.1 
-0.25 
- 0.45 
--0.4 
-0.5 

0.65 
-0.45 

-0.4 
-0.4 
- 0.8 

i-0.2 

* )  10-4m DPN in 1 m Saure des jeweiligen Anions, mit Tris auf P H  8.0 eingestellt; KD~U 
nach Methode a (S. 3086) bei 320 mp ermittelt. 

Beeinflussung durch das Losungsmittel: Fur Pyridinium-Cyanid-Addukte zeigten 
bereits KAPLAN und Mitarbb. lo), daB die Konzentration des Cyanid-Addukts zu- 
nimmt, wenn die Dielektrizitatskonstante des Losungsmittels Wasser, z. B. durch 
Methanolzugabe verkleinert wird. Man kann auch fur Sulfit-Addukte durch Zusatz 
von Alkohol, Dioxan, Pyridin oder Dimethylformamid die KDiss herabsetzen. In 
Losungsmitteln kleiner D K  wie Dioxan/Wasser (1 : 1) (DK 40) kann man spektro- 
skopisch beobachten, daB uber einen Komplex (Verbreiterung der Pyridiniumbande) 
eine Anlagerung an C-2 erfolgt (A,,, fur DPN bei 373 mv). Dieses Addukt lagert 
sich in ein solches an C-4 um oder bildet ein Saureprodukt. Da bei hoherer Na2SO3- 
Konzentration meist das Sulfit ausfallt, muR man mit einem geeigneten organischen 
Salz, wie Triathylammonium-sulfit arbeiten. Ein aus organischem Losungsmittel 
isoliertes Sulfit-Addukt zerfallt in Wasser entsprechend seiner KDiS und den Partner- 
Konzentrationen in seine Komponenten. Erhitzen von Sulfit-Addukten in organi- 
schen Losungsmitteln fuhrt meist zu einer Reihe unbekannter, elektrophoretisch 
trennbarer Produkte. Erwahnt sei hier noch, daD Sulfit-Addukte in Puffern mit or- 
ganischem Losungsmittel wie Pyridin/Eisessig elektrophoretisch eine gewisse Zeit 
ungetrennt wandern konnen. 

3 .  Intramolekulare Beeinflussung der Dissoziationskonstanten 

Der EinfluJ des Substituenten in 3-Stellung: Substituenteneinfliisse an Pyridinium- 
salzen waren bereits von KROHNKE, ELLEGAST und BERT RAM^^) fur die Anlagerung 
verschiedener Methylketone und von LAMBORG, BURTON und KAPLAN 10) fur die 
Cyanid- Addition untersucht worden. Demnach begunstigen elektronenanziehende bzw. 
mesomerievergrokrnde Substituenten in 3-Stellung derartige nucleophile Additionen, 
wahrend Substituenten in 2-, 4- oder 6-Stellung storen konnen. Mit einer Reihe von 
Pyridiniumsalzen, die in 1- und 3-Stellung unterschiedlich substituiert waren, haben 
WALLENFEU und Mitarbb.13.14) in letzter Zeit Einflusse auf diecyanid-Addition gepruft. 
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Wir haben fur unsere gleichzeitig ausgefuhrten Studien uber die Sulfit-Addition 
die 1-Methyl-pyridiniumsalze herangezogen, deren 3-Stellung durch die in Tab. 2 
aufgefuhrten Reste substituiert war. 

Tab. 2. UV-Absorptionsspektren und Dissoziationskonstanten der Sulfit-Addukte von 
3-substituierten 1-Methyl-pyridiniumsalzen 

_~ __ 
Amax in mp (= 2) 

Nr. R' 

~~ 

CH3 CH3 
. ~- 

1 CONHp 26 1 263.5 339 b -1.2 
2 CONHCH3 260.5 264.5 332 & 10 b - 1.6 
3 CONHCzHs 260.5 264.5 334 h 10 b -1.6 
4 CONHCsH5 262.5 259.5 354 b - 1 . 1  

7 CON(CH3)CsHs 263. 260 350 h 10 b -1.2 

10 COzCsHs 262.5 263.5 350 10 b 0 :k 0.2 

12 CHO 266 260.5 350 b**) --0.5 0.5 

5 CON(CH3h 260 265 320 i 20 b - 1.9 
6 CON(CzH5)z 260 266 320 = 20 b - 1.9 

8 C02CH3 262 263 340 b -0.3 
9 COzCzHs 262 263 3 40 b -0.3 

1 1  cooe 260.5 263.5 - b**) < .--2 

13 COCH3 266 265.5 356 a**) f2.0 
14 C N  264 261 334 a**) t 3 . 2  
15 NOz 268***)  266 428 C 1-4.8 
16 CH3 
17 CH2N3H2CH3 258 260 

*)  1 bis 2.10-4~1 Pyridiniumsalz in m/lo Tris-acetat-Puffer PH 8.0; K D ~ ~ ~  wurde durch 
Methode a) bzw. c) mit steigendem Zusatz von Sulfit-Losung von prr 8.0 oder b) durch Ver- 
gleich mit der Messung in 1 rn Sulfit-Losung von prr 8.0 ermittelt; in der Vergleichskuvette 
ist die entsprechende Sulfit-Konzentration vorhanden. 

* * *) Wendepunkt der Spektrenschulter. 

261.5 264 - b**) < - - 2  
- b**) < - 2  

* *) in milo Triathylamin-acetat-Puffer, PH 10.0 gemessen. 

Die 1 -Methylderivate zeigen bei elektronenmriehenden 3-Substituenten in waBriger 
Losung noch fast alle die Adduktbande. Allerdings ist diese bei den Alkylamid- 
derivaten (Tab. 2, Nr. 2, 3, 5 und 6)  selbst in 1 rn Sulfit-Losung sehr flach und ohne 
ausgepragtes Maximum, wodurch die Bestirnmung von A,,, mit einem groBeren 
Fehler behaftet ist. Beim Phenylester (10) entsteht der grokre  Fehler durch seine 
auffallende Unbestandigkeit ( T ~ , ~  etwa 20 Sek.), wahrscheinlich infolge Verseifung. 
Die A,,,-Werte der Sulfit-Addukte liegen etwa um 20 mp kiirzerwellig als die A,,,- 
Werte der entsprechenden 1.4-Dihydro-Verbindungen und etwa um 5 mp kiirzer- 
wellig als die der Cyanid-Addukte 10). Ihre millimolaren Extinktionskoeffizienten (E), 

die sich aus der Abnahme des jeweiligen Pyridinium-A,,, errechnen lassen, bewegen 
sich meistens zwischen 4500 und 6OOO cmz/mMol. Sie liegen damit im allgemeinen 
etwas hoher als die der zugehorigen Pyridiniumsalze (falls in diesen keine zusatz- 
liche Anilin-, Phenol- oder Adenin-Absorption vorliegt), aber etwas tiefer als die 
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der entsprechenden Cyanid-Addukte. Aus der Analogie der Absorptionsspektren der 
Sulfit-Addukte zu denen der 1.4-Dihydro-Derivate mu0 fur jene die Sulfit-Addition 
in 4-Stellung angenommen werden. Ein Addukt in 2-Stellung rnunte ein wesentlich 
Iiingerwelliges A,,, und ein solches in 6-Stellung ein zweites Maximum bei 260 m+*;15) 
(Abbild. 1) aufweisen. Diesen SchluB hatten WALLENFEU und Mitarb. 13) auch fur 
die Cyanid-Addukte gezogen. 

Hat der Substituent in 3-Stellung keine positivierende Wirkung, so kommt es 
auch bei groRer Sulfit-Konzentration nicht mehr zur Ausbildung einer llngerwelligen 
Bande, sondern nur noch zu einer Aufweitung der Pyridiniumbande, wie sie die 
schwacher addierenden Alkylamidderivate zusatzlich zeigen, und wie wir sie z. T. als 
Vorstufe der OHe-Addition beobachteten. K O S O W E R ~ ~ )  hat diese Aufweitung bei 
der Einwirkung von Jodid auf 1-Methyl-nicotinamid beschrieben und als ,,charge- 
transfer-Komplex" gedeutet. Die Aufweitung durch Sulfit ist voni Pyridiniumderivat 
abhangig und nimnit etwa in der Reihenfolge fur 

K' = CH2NOH2CH3 > COO0 > CH3 > C H Z C O ~ C H ~  > H > CH(0H)SOjc 

ab. Die induktive Wirkung der Ladungen und der Hyperkonjugationseffekt der 
Methylgruppe diirften hier noch wirksam sein. 

Die in der letzten Spalte der Tab. 2 angegebenen Werte fur p~~~~~ stellen gleich- 
falls ein MaB fur die Affinitiit der Reaktionspartner dar. Ordnet man sie nach ihrer 
Crone, so erhalt man folgende Reihenfolge des abnehmenden Einflusses : 

NO2 .> C N  > COCH3 > CO2R > CONK2 > COOQ (R = Phenyl :> H > Methyl > Athyl) 

Fur die Anlagerung von Sulfit ist also Elektronenmangel in 4-Stellung erforderlich, 
der mehr oder weniger stark durch die Beanspruchung der Elektronen in der Meso- 
merie mit den 3-Substituenten erzeugt wird. Hier sol1 noch erwahnt werden, dab 
3-Nitro-pyridin, dessen 1 -Methylderivat Sulfit sehr gut addiert, sich im Vergleich 
mit anderen Pyridinderivaten infolge der Elektronenverarmung a m  Ring-N etwas 
schlechter methylieren und sich durch DPNase nicht in ein DPN-Analoges umwandeln 
1ant. 

Der EinPirJ des Substituenten in I-Stellung: Es wurden Nicotinsaurearnide mit- 
einander verglichen, die am Pyridinstickstoff mit verschiedenen Substituenten quater- 
niert sind (Tab. 3). Von KARRER und Mitarbb. sind bereits seit 1936/37 die l-Methyl-17), 
1 -Benzyl- 18) und 1 -Tetraacetyl-glucosid-Derivate 19)  des Nicotinsaureamids als ,,DPN- 
Modelle" hergestellt und in ihren spektralen und Redox-Eigenschaften untersucht 
worden. Der von KROHNKE und Mitarbb. 11) eingefuhrte, relativ unloslich machende 
0.0'-Dichlorbenzylrest ist speziell zur Isolierung kristalliner PN-Modelle geeignet. 
Von diesen und anderen Nicotinsaureamidderivaten 20) wurden von WALLENFELS und 
Mitarb. 1)) die Cyanid-Addukte hergestellt und untersucht. Vorher hatten KAPLAN 
und Mitarbb. mit Hydroxylamin6) und Cyanid 10) lediglich durch Einzelextinktions- 

17) P. KARRER, G .  SCIIWARZENBACH, F. BENZ und U. SOLMSSEN, Helv. chim. Acta 19, 

18) P. KARRER und F. J .  STARE, Helv. chim. Acta 20, 418 [1937]. 
19) P. KARRER. B. H. RINGIER. J .  BCCIII. H. FRITZSCHE und U. SOLYSSEN. Helv. chirn. 

811 [1936]. 

Acta 20, 5 5  [1937]. 
20) K. WAI LLUFLLS, H.  SciiuLu und D. HO~YANN,  Liebigs Ann. Chem. 621, 106 [1959]. 
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messungen Vergleiche fur die Additionsfahigkeit an DPN, NMN, NicotinGureamid- 
ribosid und N-Methyl-nicotinsaureamid angestellt. 

Tab. 3. UV-Absorptionsspektren und Dissoziationskonstanten der Sulfit-Addukte von 
1 -substituierten Nicotinsaureamiden 

_. 

A,,, in mp ( i 2 )  

Nr. R 

R R 
- - - __ 

1 CH3 263.5 339 

3 CH2. CsH3C12(2.6) 265 337 
2 CH2.CrjHs 263.5 338 

4 Glucose(@) 264 316 
5 Tetraacetylglucose(@) 264 313 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 

Ribose(@) 
Triacetylribose(@) 
S'-Phosphoribose($) (NMN) 
Monomethylester von 8 
Dimethylester von 8 
Ribosepyrophosphatadenosin (DPN) 
Monomethylester von 11 
Dimethylester von 11 
11 + LDH 

15 Ribosepyrophosphatadenosin- 
2'-phosphat (TPN) 

16 Methylester von 15 
17 

im Adeninteil (Desamino-DPN) 
wie 11, aber OH statt NH2 

*) vgl. Tab. 2. 

0 

265 318 
265 317 
265 318 
265 318 
265 318 
259 320 
259 319 
260 318 
259 319 
259 3 20 

259 318 
249 318 

Best.- PKDiss 
Meth.*) ( kO.1) 

~ .. ~~ 

b 
b 
a 
a 

a 
a 
a 
a 
a 
a 
a 
a 

a 

a 
a 

a 

C 

OH Desamino-DPN 
....I ........- 

NHz 

-1.2 
- 0.4 
+0.1 
+3.4 + 4.0 
-t 2.6 
+2.7 & 0.3 
1-1.3 + 2.0 

$2.6 
-1.7 
f2 .0  
+2.3 * 0.2 

-1.2 

--1.5 -: 0.2 
+1.3 i 0.2 

> + 5  

J 

Nicotinamid- 
ribosid(@) 

7 
NMN 

DPN 
TPN 
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Das N M N  (Tab. 3, Nr. 8) war aus D P N  durch enzyrnatische Spaltung mit Kartoffel- 
Pyrophosphatase und das Ribosid ( 6 )  aus dem N M N  durch enzyrnatische Phosphat- 
abspaltung mit Schlangengift-Phosphatase erhalten worden. Das Ribosid wurde auch 
synthetisch dargestellt, wobei das Triacetylribosid (7) mitanfiel, wie bei der Glucosid- 
Synthese (4) das Tetraacetylglucosid (5 ) .  

Wie die in Tab. 3 angegebenen pKDiss-Werte zeigen, ist die Sulfit-Addition irn 
Vergleich zum D P N  beirn Ribosid ( 6 )  und Glucosid (4) des Nicotinsaureamids 
erhoht, beirn N M N  und TPN aber abgeschwacht. Vom D P N  unterscheiden sich die 
beiden einfachen Glykoside durch das Fehlen einer Phosphatgruppe und das N M N  und 
TPN dadurch, daB einc nahere bzw. 2 zusatzliche Ladungen einer Phosphatgruppe 
vorliegen. Es konnen daher fur die Herabsetzung der Sulfit-Adduktbildung die 
ionisierten Phosphatgruppen verantwortlich gemacht werden. 

Urn dieses zu beweisen, vcresterten wir die Phosphatgruppen im NMN, D P N  und 
TI" succesiv niit Diazomethan. Die Auftrennung der anfallenden Produkte erfolgte 
durch Hochspannungspapierelektrophorese21). Wahrend sich beim N M N  definierte 
Mono- und Di-ester bildeten, rnuBte beim D P N  ein Gemisch von dcn Monoestern 
beider Phosphatgruppen anfallen. Hier entstanden auRerdern Nebenprodukte durch 
Angriff auf den Adeninteil. Noch ungunstiger wares beim TPN, wo hauptsachlich die 
acidcste, dcm D P N  gegeniiber zusatzliche Phosphatgruppc hatte angegriffen werden 
sollen. Hier lieB sich aber nur noch der Monoester, verrnutlich ein Isornerenge- 
misch, zur Messung benutzen. Die Mekrgebnisse sind hier rnit einer gewissen 
Unsicherheit infolge Verunreinigung der Substanzen behaftet. Dennoch bestatigte 
sich, wie aus Tab. 3 hervorgeht, die hemmende Wirkung der ionisierten Phosphat- 
gruppen auf die Addition von Sulfit. 

Wie man sieht, steigt die Affinitiit zum Sulfit vorn Ribotid (8) uber den Monomethyl- 
ester (9) zum Dirnethylester (10) auf den Wert fur die phosphatfreie Verbindung (6)  
an. Dcmnach beruht die additionshemmende Wirkung auf den intramolekularen 
negativen Phosphatgruppen, die durch elektrostatische A b s t o h n g  die Annaherung 
der Sulfitionen erschweren. Eine Neutralisation dicser negativen Ladung, und damit 
eine Erhohung der Affinitat zurn Substrat, konnte auch durch Bildung nicht dissozi- 
icrender Salze, wie sie bei der Adsorption von D P N  an basische Gruppen von Prote- 
inen vorliegt, oder durch Komplexbildung rnit Metallen (Zn2'3 u. a.) eintreten. Wir 
fanden bisher lediglich durch 1 I N  Athylendiguanidinium-acetat einen kleinen der- 
artigen aktivicrenden ,,Abschirmeffekt" (Tab. 1). 

Benierkenswert ist weiterhin die Tatsache, da13 das Ribosid in seineni positivieren- 
den Einflun auf den Pyridinring durch das Glucosid ubertroffen wird. Einen zusHtz- 
lichen Effekt verursachen die Acetylgruppen, wie die Differenz zwischen Glucosid (4) 
und Tetraacetylglucosid (5) anzeigt. Die nicht unwesentliche22) Konfiguration der 
glykosidischen Bindung wurde bisher nicht besonders berucksichtigt. Die von uns 
gemessenen Substanzen gehoren der P-Rcihe an. Die Differenz von 0.5 im p~~~~~ 
zwischen Benzyl- und 2.6-Dichlorbenzyl-Derivat ist auf den induktiven Effekt der 
beiden CI-Atome zuruckzufuhren. Sowohl der Sprung in p~~~~~ von den Alkyl- 

21) TH. W I E I . A m  und G .  PFLEIDERER, Angew. Chern. 69, 199 [1957]. 
22) K. WALLI;NFELS, M. Gt.LLKICH und F. KUHOWITZ, Liebigs Ann. Chem. 621, 137 [1959]. 
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zu den glykosidischen Resten von etwa 2 als auch der zugehorige Sprung der A,,,- 
Werte um etwa 20 mp kommt durch den induktiven Effekt des Bruckensauerstoff- 
atoms zustande, wie WALLENFELS und Mitarbb. 22.14) am Benzyloxymethyl-Derivat 
mit Cyanid nachweisen konnten. 

Den groBten pKDiss-Wert von allen bisher getesteten Substanzen liefert das durch 
LDH aktivierte DPN; er liegt uber 5, je nach LDH etwa bei 7. Das Addukt 
zerfallt aber trotzdem bei der Tragerelektrophorese. Vom selben Enzym wurden 
weder TPN, NMN, DPN-Methylester noch Desamino-DPN in ihrer Sulfit-Affinitat 
aktiviert. In einer anderen Arbeitl) war die Aktivierung des DPN zur Sulfit-Addukt- 
bildung durch Apfelsluredehydrogenase untersucht worden. Das ternare Addukt 
erreicht hier nur ein p~~~~ von etwa 3. 

Fur die langstwelligen A,,,-Werte der Sulfit-Addukte ist aus den Tabb. 2 und 3 zu 
sehen, daB sie sich bei positivierender Wirkung der R-Reste wenig zu kurzeren und 
der R'-Reste starker zu langeren Wellen verschieben. Dies ist von Interesse im 
Zusammenhang mit den Feststellungen, daB sich das A,,, des DPNH von 340 mp 
durch D H  verlagern kann, z.B. durch Leber-ADH nach 325mp23) oder durch 
MDH auf 351 mpl). 

4. Eigenschaften der Pyridinium-Sulfit-Addukte 
Die sekundare Sulfit-Addition: Wie schon von E. HA AS^^) beobachtet wurde, ver- 

mag Sulfit mit 1.4-Dihydro-pyridinnucleotid (DPNH), also mit demselben System, wie 
man es auch bei der DPN-SuUit-Verbindung vor sich hat, zu reagieren. WALLENFELS 
und Mitarbb. 25-26) zeigten, daB sich schweflige Saure an die 5.6-Doppelbindung der 
1.4-Dihydro-pyridin-Derivate anlagert und formulierten einen Ester (V). Sie nehmen 
den Sulfit-Rest in 5-Stellung an, da sie das gleiche Produkt, wenn auch etwa IOOOmal 
langsamer, aus dem entsprechenden 1 .&Dihydro-Derivat erhalten konnten. Wie 
wir feststellten, erfolgt Sulfit-Anlagerung an 1.4-Dihydropyridin-Derivate auch in 
schwach alkalischem Medium. Dort verhalten sich nun die Pyridinium-Sulfit-Addukte 
etwa den entsprechend substituierten 1 .CDihydro-pyridinen analog, d. h. sie addieren 
ein zweites Molekul als Hydrogensulfit zu Vla oder VIb. 

H H P H H  H (SO3e) 
R' '' 0-S-0 ( S 0 , y y  

H H/ -/ 
I 
R 

'0: rf'H I :OR' H N I 
H N  I 

R R R 
V VI a Vlb 

Diese sekundare Sulfit-Addition laBt sich spektrophotometrisch verfolgen (Abbild. 
6), wie die Bildung eines ,,Saureprodukts" aus dem 1.CDihydro-pyridin, wobei die 
Doppelbindung zwischen 5 und 6 ebenfalls, und zwar durch Anlagerung von Was- 

23) J. VAN EYS, F. E. STOLZENBACH, L. SHERWOOD und N. 0. KAPLAN, Biochim. biophys. 

24) Biochem. Z. 288, 123 [1936]. 
2 5 )  K. WALLENFELS und H. SCHULY, Biochem. Z. 329, 75 [1957]. 
26) K. WALLENFELS, D. HOFMANN und H. SCHULY, Liebigs Ann. Chcm. 621, 188 [1959]. 

Acta [Amsterdam] 27, 63 [1958]. 
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den Wert 0 zuruck. 
Aus dem Schema ist ersichtlich, daB i 

I1 + Ill nach rechts, jedoch sind dann nur wenig oder gar keine HS033-Ionen fur 
die Reaktion Il l  + VI verfiigbar. Bei groBer [He] konnte bei Sulfit-UberschuB die 

H 

OO3SH { &R VI a oder b 

r 
R 

G. W. RAFTER und S. P. COLOWICK, J .  biol. Chemistry 224, 373 [1957]. 
2 8 )  A. G.  ANDERSON J R .  und G. BERKELHAMMER, J .  Amer. chem. SOC. 80, 992 [1958]; 

29)  G. PFLEIDERER, Angew. Chem. 72, 160 [1960]. 
J .  org. Chemistry 23, 1109 [1958]. 
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ser 27.28) oder schwachen SPuren25.26) aufgehoben wird. Die ,,Saureprodukte" der 
Sulfit-Addukte 111, zu denen auch das Anlagerungsprodukt von Hydrogensulfit VI (a 
oder b) gehort, zeigen das Absorptions- 
maximum (in Abbild. 6: 287 m+; aber 
fur R =: CH3, R' = NO2:370 mp) nur 
um etwa 4 mp kiirzerwellig als die von 
1 .CDihydropyridinen 29) abgeleiteten. 
Dessen genaue Feststellung ist deshalb 
erschwert, weil die neue Bande vielfach 
von der der Pyridiniurnverbindung I1 
uberlagert wird, die irnmer rnit ihrern 
Sulfit-Addukt 111 irn Gleichgewicht 
steht. Da bei weitgehender Bildung von 
VI (a oder b) I11 nicht im selben MaB 
verschwindet, sondern durch die vor- 
gelagerte Reaktion aus 11 i Sulfit nach- 
gebildet wird, geht die langwellige Ab- 
sorption (338 rnp) relativ langsarn auf 
den Wert 0 zuruck. 

Aus dem Schema ist ersichtlich, daB 
die Geschwindigkeit der Entstehung des 
Sekundarprodukts VI nicht nur von 
der Sulfit-Konzentration, sondern auch 
v o m p ~  abhangig sein muD: Bei kleiner 
[He] ( p ~  > 7) lauft zwar Reaktion 
I1 + Ill nach rechts, jedoch sind dann 

-? 

P",V/,,u, - 
Abbild. 6. Sekundlre Sulfit-Anlagerung. 

2.10-4~2 [ I  -Benzyl-nicotinslurearnid]-chlorid 
in 0.2m Na2SO3, p n  7 bzw. PH 9 

nur wenig oder gar keine HS033-Ionen fur 
die Reaktion Il l  + VI verfiigbar. Bei groBer [He] konnte bei Sulfit-UberschuB die 

K 

G. W. RAFTER und S. P. COLOWICK, J .  biol. Chemistry 224, 373 [1957]. 
2 8 )  A. G.  ANDERSON J R .  und G.  BERKELHAMMER, J .  Amer. chem. SOC. 80, 992 [1958]; 

29)  G. PFLEIDERER, Angew. Chem. 72, 160 [1960]. 
J .  org. Chemistry 23, 1109 [1958]. 
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Endreaktion rasch ablaufen, doch ist dann die Bildung von I11 aus I1 rucklaufig oder 
unmoglich. Das optimale PH liegt bei etwa 7. 

Bezuglich des Einflusses der Reste R und R ist festzustellen, da8 die sekundare 
HS03e-Addi tion durch dieselben elektronischen Eigenschaften beeinflufit wird, die 
auch auf die primare Sulfit-Addition einwirken. 

Zur Bindung des Sulfits in den primiiren Addukten: Durch die beschriebene Hydro- 
gensulfit-Anlagerung zeigen die Pyridinium-Sulfit-Addukte ihre 1.4-Dihydro-pyridin- 
Struktur mit reaktionsfahiger 5.6-Doppelbindung. Sie geben mit Alkalihydroxyden 
die Pseudobasen und liefern bei der katalytischen Hydrierung S-freie Piperidinderi- 
vate30). Diese stellten KROHNKE und Mitarbb. 11) auch bei den entsprechenden 
Methylketon-Addukten fest. In diesen Fallen reagiert also das dissoziierte Pyridinium- 
Kation schneller als das undissoziierte Addukt. Die daraus ersichtliche sehr lockere 
Bindungsart des Sulfits geht auch aus den IR-Spektren der Addukte hervor. 

Diese wurden von folgenden Substanzen in KBr aufgenommen: 1-Methyl-3-cyan- 
pyridinium-jodid, dessen Sulfit-Addukt ( p ~  lo), NazSO3,l -Methyl-3cyan-l .Cdihydro- 
pyridin und der Benzaldehyd-hydrogensullitverbindung. Durch Vergleichen der Spek- 
tren konnte ausgesagt werden, da8 das kristalline Sulfit-Addukt, das frei von der 
Sekundarverbindung war, zu etwas uber 50% aus seinen beiden Komponenten, dem 
Pyridiniumsalz und dem freien Sulfit, bestand. Es enthielt aber gleichzeitig mehrere 
Banden des 1 .4-Dihydro-pyridin-Derivats, z. B. eine bei 1683/cm. In etwa gleichem 
Anteil trat eine Sulfonstiurebande bei 1190/cm auf. Diese wurde ebenfalls von der 
Benzaldehyd-hydrogensulfitverbindung gezeigt, allerdings vie1 starker ausgepragt. Da 
nur bis zu 15 p gemessen werden konnte, war der C-S-Schwingungsbereich nicht 
mehr feststellbar. 

Vermutlich beruht die im Vergleich zur echten Aldehyd-hydrogensulfitverbindung 
erheblich geringere Bindungsfestigkeit auf der hohen Rearomatisierungstendenz des 
Pyridins, die erst durch Quartarsalzbildung und elektronenanziehende 3-Substituen- 
ten herabgesetzt wird. Die Erhohung der Pyridiniumbanden-Halbwertsbreiten bei den 
Derivaten ohne ausreichende Positivierung und das Verhalten in Losungsmitteln 
kleinerer DK weist auch fur die Sulfit-Addukte auf einen aktivierten Ubergangszu- 
stand bzw. einen Elektronen-Donator-Acceptor-Komplex als Zwischenzustand hin. 

Als Ort der Bindung kommt fur eine nucleophile Addition, wie auch fur eine 
partielle Hydrierung am Pyridiniumring, vor allem die 2-, 4- oder 6-Stellung in Frage. 
Fur die Sulfit-Addition ist es nach den obigen experimentellen Daten, die auch bei der 
He-Aufnahme bevorzugte CStellung. Dies geht aus Vergleichen mit den 1.2-, 1.4- 
und 1.6-Dihydro-pyridin-Derivaten im Reaktionsverhalten und in den UV- und IR- 
Spektren hervor: Die sekundare Sulfit-Addition verlauft nur bei den 1 .CDihydro- 
Derivaten mit relativ hoher Geschwindigkeit, die UV-Spektren entsprechen, wie oben 
bereits gesagt, nur den 1.4-Dihydro-pyridin-Derivaten 15). Deshalb darf man die 
primciren Sulfit-Additkte 111 als I-Alkyl-I .4-dihydro-pyridin-4-sulfonate formulieren, 
wobei wir die gro8e Labilitat der C -S-Bindung durch Einklammern des Substituenten 
andeuten. 

30) E. SANN, Diplomarb. Univ. Frankfurt a. M. 1959. 
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B E S C H R E I B U N G  D E R  V E R S U C H E  

I .3-Substituierte Pyridiniunrsalze 

Die als Ausgangsprodukte verwendeten Pyridin-3-Derivate sind klufliche Prlparate oder 
wurden nach bekannten Methoden dargestellt (UV-Spektren s. Tab. 2). 

Nicotinsaitre-tnetltylanilid: 6 g Nicotinsaurechlorid-hydrochlorid werden mit 5 ccm Methyl- 
anilin 3 Stdn. bei 170" verschmolzen. Nach dem Erkalten wird in Wasser aufgenommen und 
aus alkalischer Losung ausgeathert. Die getrocknete Atherphase wird i. Vak., zuletzt an der 
C)lpurnpe, fraktioniert destilliert und aus Chloroform rnit Petrolather umkristallisiert. Farb- 
lose Kristalle vom Schmp. 1 10". Ausb. 4 g (65 % d. Th.). 

3-Substituierte I-Methyl-pyridinium-jodide: Wie bei KARRER 17) und KAPLAN 10) werden 
0.02 Mol Nicotinsaurederivat (-amide, -ester, +lure, -aldehyd, -nitril) bzw. 3-Acetyl-, 3- 
Methyl- oder 3-Carbomethoxymethyl-pyridin in 6 ccm Methanol und 4 ccm Methyljodid 
gelost bzw. aufgeschlammt und 4 Stdn. unter RUckfluD zum Sieden erhitzt. Nach Einengen 
wird das Jodid aus Methanol evtl. unter Atherzusatz umkristallisiert und i. Vak. getrocknet. 
- Athylarnid- und Athylester-Derivate kristallisieren schwer. - Fur das doppelt zu qua- 
ternierende Picolyl-(3)-amin werden 6 ccrn Methyljodid benutzt. - 0.02 ccm 3-Nitro-pyridin 
werden niit 4 ccm Methyljodid im EinschluBrohr 3 Stdn. auf 100' erhitzt und wie oben iso- 
liert 3 1). 

Hellgelbe bis gelbe Kristalle vom Schmp. (Nr. in Tab. 2): 
I )  209". 2) 176", 3) 145". 4) 181", 5) 150", 6) 135", 7) 18W, 8) 132", 9) IOO', 10) 123", 

1 1 )  215" (Zers.), 12) 90', 13) 162", 14) 196", 15) 215' (Zers.), 16) 95', 17) 190". Ausb. 

Die Reinheit wurde durch Analysen und Elektrophoresen uberpruft. UV-Spektren s. Tab. 2. 
Die Umwandlung einiger Jodide in Chloride erfolgte durch Anionenaustauscher (Dowex 

2 4 )  in der Saule. 
Von den I-substituierten 3-Aminoforntyl-pyridiniumsalzen wurde das I-Benzyl-3-amino- 

formyl-pyridinium-chlorid (Schmp. 232") nach KARRER und Mitarb. 18) durch Zstdg. Ruck- 
fluBkochen von 0.03 Mol Nicotinsaureamid rnit 40 ccrn Benzylchlorid und das 1-[2.6-Di- 
chlor-benzyl]-3-aminoformyl-pyridinium-bromid (Schmp. 242") naChKR6HNKE und Mitarbb.11) 
durch 5 stdg. RuckfluRkochen von 0.02 Mol Nicotinsaureamid mit 25 ccm Aceton und 5 g 
2.6-Dichlor - benzylbromid erhalten. 1 -P-Tetraacetylglucosido - nicotinsaureamid - bromid * )  

(Schmp. 198") wurde nach KARRER und Mitarbb.19) dargestellt und das I-P-Glucosido- 
nicotinsiureamid-bromid aus jenem durch Desacetylierung32) erhalten : 18stdg. Stehenlassen, 
20-proz. in 3-proz. HBr bei 30", Einengen i. Vak. bei 30" zur siruposen Konsistenz und Um- 
kristallisieren aus Methanol unter Atherzusatz (Zers. 150"). 

75-100% d. Th. 

*) Von Herrn Dipl.-Chem. F. GALLE, D. GERLACH und Frau Dr. E. MERZ freundlicher- 

31) A. E. TSCHITSCHIBABIN und A. W. KIRSSANOW, Ber. dtsch. chem. Ges. 61, 1226 [1928]. 
32) M .  VisCoNTINI, R. HOCHREUTER und P. KARRER, Heh.  chim. Acta 36, 1777 [1953]. 

weise zur Verfugung gestellt. 
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Das I-Triacetylribosid und das Ribosid des Nicotinsaureamids * )  wurden ebcnfalls nach 

DPN und TPN sind klufliche Praparate (BOEHRINGER, Mannheim). 
NMN *)  wurde durch enzymatische Spaltung von DPN rnit Kartoffel-Pyrophosphatase 

und anschlieRende Isolierung (Kohleadsorption, AMP-Abtrennung durch Anionen-Aus- 
tauschersaule (Amberlite IRA 400). Acetonfallung bei P H  3) frei nach PLAUT34) kristallin 
erhalten. 

Das I-e-Ribosid des Nicotinamids wurde durch enzymatische Schlangengift-Phosphatase- 
Spaltung aus NMN gewonnen35). Es war rnit dem synthetisierten Ribosid bei der Elektro- 
phorese identisch. 

Desamino-DPN * )  wurde aus DPN durch chemische Desaminierung rnit Nitrit hergestellt36). 
Zur Darstellung der NMN-, DPN- und TPN-Mono- und -Dimethylester wurden jeweils 

0.1 mMol NMN, DPN bzw. TPN in 0.5 ccm Wasser unter langsamem Eintragen von 2 ccm 
frischer, atherischer Diazomethanlosung (2 mMol) gut geschiittelt und bei 25" stehengelassen. 
Nach einigen Stunden wurde im Wasserbad i. Vak. eingeengt und durch Hochspannungs- 
elektrophorese 21) in m/ io  Tris-citrat-Puffer PH 8.0 bis zu einwandfreier Bandenaufspaltung 
einige Stunden getrennt. Die Banden rnit entsprechender Ladung, im Teststreifen mittels 
UV-Licht durch ihre Absorption und nach Methylathylketon/Ammoniak-Behandlung3~) 
durch ihre Fluoreszenz erkannt, wurden eluiert und gefriergetrocknet. 

KARRER und Mitarbb.33) synthetisiert. 

Brsrimmung der KDiss 
Die allgemeinen Methoden sind oben (S. 3086) beschrieben, die Meabedingungen unter 

den Tabb. angegeben. Das hhylendiguanidiniumsalz wurde durch Anlagerung von 2 Moll. S- 
Methyl-isothioharnstoff an Xthylendiamin erhalten 38). I rn Sulfit-Losungen konnten wegen 
ihrer Oxydierbarkeit nur kurze, beschrankte Zeit Verwendung finden. Die pa-Einstellungen 
erfolgten rnit Glaselektrode. Die UV-spektrophotometrischen Messungen wurden in Quarz- 
Stopselkiivetten (3 ccm, d = 1 cm) rnit dem registrierenden Spektralphotometer von Beck- 
man ,,Modell DK 2" und in einigen Fallen mit dem Zeiss-Spektralphotometer ,,PMQ 11" 
ausgefiihrt. 

33) M. VISCONTINI, M. MARTI und P. KARRER, Helv. chim. Acta 37, 1373 [1954]. 
34) G. W. E. PLAUT und K. A. PLAUT, Arch. Biochem. Biophysics 48, 189 [1954]. 
35) R. M .  BURTON und N. 0. KAPLAN, J. biol. Chemistry 206, 283 119541. 
36) N. 0. KAPLAN, S. P. COLOWICK und M. M. Ciorrr, J. biol. Chemistry 194, 579 [1952]. 
3') E. KODICEK und K. K. REDDI, Nature [London] 168, 475 [1951]. 
38) M. SCHENCK und H. KIRCHHOF, Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 158, 100 [1926]. 


