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150. Spektren und Strukturen der am Flavin-Redoxsystem
beteiligten Partikeln
Studien in der Flavinreihe IX [1]})

von K. H. Dudley?), A. Ehrenberg?3), P. Hemmerich*) und F. Miiller?)

(S. V. 64)

In einer parallel laufenden Mitteilungsreihe [2] [3] berichten wir iiber Studien zur
Wechselwirkung des Flavin-(Isoalloxazin-) Kerns%) mit d-Metallionen. Unseren
Resultaten zufolge kénnen viele spektrale Eigenschaften nativer Metallflavoproteine
der mitochondrialen Atmungskette durch die spezifische Metallaffinitit des Flavo-
semichinon-Radikals®) [4] erkldrt werden. Zur Erméglichungeindeutiger Zuordnungder
Spektren, welche bei der Reaktion einerseits des Flavochinons®) mit Donor-Metall-
ionen[5], andererseits des Flavosemichinons ) mit redox-inaktiven Metallionen [2][3][6]
erhalten werden, erscheint es nétig, die Spektren des metallfreien Systems in
all seinen Varianten noch eingehender zu studieren. Uber Lichtabsorptionsspektren
liegen bisher hierzu fast nur Untersuchungen an den Flavocoenzymen selbst vor, und
zwar aus den Arbeitskreisen von BEINERT [7] einerseits und MASSEY ef al. [8] anderer-
seits, sowie eine Studie von HARBURY et al. [9] an einfachen Modellen und MO-theore-
tische Studien [10] [11]. Wir haben diese Studien ausgedehnt auf Modellsubstanzen,
deren Losungen nach Moglichkeit nur cine der im amphoteren Flavin-Redoxsystem
(vgl. Reaktionsschema 1) auftretenden Strukturen bei geeignetem pH und Redox-
potential enthalten. Unsere Beobachtungen bestdtigen grésstenteils die von den
fritheren Autoren angegebenen Zuordnungen und ergeben dariiber hinaus zahlreiche
weitere Aussagen iiber die Struktur der beteiligten Flavin-Partikeln, welche auch die
theoretischen Voraussagen relativ gut erfiillen.

Die Untersuchung dieser Strukturen stellt einen Beitrag zur Erforschung folgen-
der molekular-biologischer Probleme dar:

1) Coenzym-Apoenzym Fixierung in Flavoproteinen;

2) mogliche Beteiligung «energiereicher» Flavinformen bei der oxydativen Phos-
phorylierung;

—
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Bezeichnungen: vgl. Reaktionsschema 1; Flavin = Isoalloxazin = 3,10H-Benzo[c]pteridin-
2,4-dion {Chem. Abstr.}; Flavin im oxydierten Zustand = Flavochinon (FIH); Flavin im redu-
zierten Zustand = Flavohydrochinon («Leukoflavins, FIHg) ; Flavinradikal = Flavosemichinon

F(IH,); FMN = Flavin-Mononucleotid; FAT) — Flavin-Adenosin-Dinucleotid. ESR = Elek-
tronen-Spin-Resenanz.
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3) Stabilisierung der Flavinradikale in nativen Enzymen durch Metallionen und
funktionelle Apoenzyme.

Reaktionsschema 1. Die wesentlichsten Sduve- Basen-, Ladungstransfer- und Disproporiionierungs-
Gleichgewichie im Flavin-Redoxsystem

pka ~ 0 pKa ~ 10
FiH,~ PR — I\1IH -— Il Chinounstufc
FH, 1, (FIH), -
A \
pka ~2 ! pKa ~7 \ .
FIL - — ‘ > PlL- Semichinon-
3 < l — : (Radikal)-stufe
QA v
. 1
o (F1Hy), LS
S 4
. | {a ~ 65
o pKa << 0 \ v pKa ~6,5 N Hydrochinon-
FIH, + —_— > FIH, ¢ FiH, («Leuko»)-stufc

A : Die spektralen Erscheinungsformen des Flavochinons®). Flavochinon (« FIH», I) ¢)7)
ist schwach amphoter (pKFg, ~ 0 [12], pKEy ~ 10 [13]). Durch die Protonierung
wird die langstwellige Bande hypsochrom, die nichste bathochrom verschoben:
Beide iiberlagern sich nun zu einer Bande erhéhter Intensitét bei 390 mu, so dass ein
scheinbar nur noch zweibandiges Gesamtspektrum beobachtet wird (Fig. 1). Wir
haben nun N- und O-stindig alkylierte Flaviniumsalze hergestellt8) (II, III, IV und V,
vgl. Tab. 1). Wihrend II (Kation) mit unsubstituiertem FIH,* spektral praktisch
identisch ist, zeigen 11T, IV und V eine bathochrome Verschiebung (vgl. Tab. 1).

CHy CH,
: \ . . L
L'H:’\s/“/ﬁ:\ /1\;\2//0 HSD CHa o~ N N\’//O

> @
G 5 SNH /[ NH
(’Hs/ NN \IT/ CH,” ~N7
O
17 pK, ~1

Daraus folgt: N(1) — und nicht etwa N(5) oder O(2/4) —ist die basischste Stelle am
Flavochinon (I). Dieses Ergebnis stimmt mit der berechneten Ladungsverteilung der
ni-Elektronen ausgezeichnet iiberein [10] {11].

7) Die Strukturformeln sind im allgemecinen in den Tabellen enthalten und sind nur in spezicllen
Idllen im Text wiedergegeben,
8) Uber den Syntheseweg berichten wir in ciner separaten Mitteilung,
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Hiermit deckt sich ferner diec Beobachtung METzLERS [12], derzufolge der Aldehyd VI, das
PPerjodat-Abbauprodukt des Riboflavins, 100fach stirker basisch ist als I infolge Ringschlusses:

CH CHO (CH,—CHOH

| |
CHy_~ N~_-0 H® CHg o~ Ny N 20
NN CH NSNS
O O

vl pK, =35

O-Alkylierung ergibt verstindlicherweise cinen bathochromen Effekt infolge Erhohung der
Resonanz im Pyrimidin-Teilkern (vgl. 11I, Tab. 1). N{1)-Alkylierung gibt bei V (Tab. 1) den-
selben Effckt; wahrscheinlich infolge Behinderung der Coplanaritit des CH,N(1), wodurch die
anti-auxochrome Wirkung der Acylimidgruppe herabgesetzt wird. Ebenfalls spektral praktisch
identisch mit F1H,~ ist das Kation des Lumichroms V1I (Tab. 1), welches somit in 10-Stellung -
unter bathochromer Verschiebung des Spektrums — protoniert wird.

Wird jedoch die 5-Stellung am Flavochinon protoniert, so hat dies allenfalls einen
bathochromen Effekt zur Folge. Dies ist der Fall bei doppelter Protonierung von F1H,
welche in konz. H,50, eintritt und fiir alle (Iso)alloxazine charakteristisch unter
Farbvertiefung ablduft (Fig. 1). Dass es sich hier um eine reine Saure-Basen-Reaktion
handelt und nicht um einen Elektronentransfer, wie er bei aromatischen Systemen
mit SOy, oft eintritt, folgern wir auf Grund des Fehlens eines Elektronenspin-Resonanz-
signals und der quantitativen Reversibilitit beim Verdiinnen mit H,0. Ferner ge-
horcht diese Farbung dem BEER’schen Gesetz, und in konz. D,SO, werden die H-

FlH, max. 268 my
FIR® » 262mu
IS v 26p mu

lmotem) [ ___© 270mp

B0 00 0 400 40 500 mp

Yig. 1. Absorptionsspekiven des Flavochinons (Riboflavins) als Funktion dev H-1onenaktivitdl
Konz, H,SO, (FIH,*t); 6§ HCI (FIH,*); pH 2-8 (FIH); pH 13 (Fl-)
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Atome in 6- und 9-Stellung des Flavins nicht durch Deuterium substituiert [14], so
dass Protonierung an diesen Stellungen auszuschliessen ist,

Im Gegensatz zur Protonierung hat die Deprotonierung FIH - Fl- in erster
Niherung keinen Einfluss auf das Flavochinon-Spektrum (Fig. 1). Demzufolge kénnen
die beiden p-Elektronen, mit welchen N(3) zum n-Elektronen-System beitragen kann,
nicht stark delokalisiert sein. Dies steht im Einklang mit der fiir ein cyclisches Sdure-
imid auffillig geringen Aciditit des FIH.

Der Diacylimid-Teil hat demnach eine schwach anti-auxochrome Wirkung: Der
Wegtall eines Acylimid-Carbonyls wirkt bathochrom (vgl. XIII, Tab. 2). Dasselbe
folgt auch aus der Betrachtung der Spektren des sukzessive verkiirzten (Tab. 2) und
des sukzessive verlingerten Flavin-Chromophors (Tab. 3). Besonders auffallend sind
die spektralen Verdnderungen bei Ersatz von O durch S.im Flavochinon (Fig. 2).
XX (Tab. 3) und XXV (Tab. 3) liegen als echtes Thiochinon bzw. Chinonoxim vor.
So ist das 3-Alkylderivat von XX spektral mit der Muttersubstanz nahezu identisch
unterhalb pH 9, nicht aber das 5-CHj-Derivat XXIII (Tab. 3, Fig. 2, 3). Das gleiche
gilt fiir das 4-Thioflavin XXII, wo insbesondere das an N(1) protonierte Kation sich
vom Kation des SCH;-Analogen (XXIV) stark unterscheidet (vgl. Fig. 3). Auffallend
ist weiter die stark negative Solvatochromie der 2-« Desoxy »-flavine (4-Benzopteridone
(Fig. 4)) sowie der 2-Thioflavine und deren bei Raumtemperatur ablaufende oxydative
Entschwefelung (Fig. 5).

< (1/Mol-cm)

20 00 B0 W0 B0 50 SHOmu

Fig. 2. Tautomerie der 2-Thioflavine. Optischer Vergleich mit N- und S-Methylderivaten in neutraler
(0,1N Phosphat, pH 7) und kationischer Form (6N HCI)

Die CHyS-Verbindung liegt auch schon in 0,1n Sulfat, pH 2, vollstindig protoniert vor. Dissozia-
tion des NH(3) dndert das 2-Thioflavin-Spektrum nicht

Die Desoxyflavine sind spektral nahezu identisch mit dem Stammkérper (Fig. 6),
daher waren auch fiir die Flavochinon-iminolester (XXXVII, Tab.3; XXXVTIIa) nur
unwesentliche spektrale Abweichungen zu erwarten. Solche Ester sind hochempfind-



Volumen 47, Fasciculus 5 (1964) — No. 150 1363

< (1/Molcm)

250 300 350 400 450 500 550 mu

Fig. 3. Analog Fig. 2, fiiv 4-Thioflavine

Die CHgS-Verbindung kann als Kation nur in HCOOH abs. crhalten werden; in aq. saurem Milieu

(schon bei pH 2) erfolgt schnelle Hydrolyse unter Bildung von Lumiflavin, siche Fig. 7. Disso-

ziation von NH(3) indert das 4-Thioflavin-Spektrum nicht, die alkalische Losung wird aber sehr
schnell autoxydativ entschwefelt

&(1/Mol-cm) NS
. "._
2:10 16,00 T T4
510 0
CHCls
15:10*
10
510
04

00 B0 M0 40 50 550 mu

Fig. 4. Solvatochvomie bei «2-Desoxylumiflavin (XI111I) und 2-Thio-tetra-O-acetylviboflavin (X X)
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B 400 5o 500 550 600 650 mp

Fig. 5. Owxydative Entschwefelung (Kurven 2-6) von 2- Thiolumiflavin (Kuyve T)
10-3m 2-Thiolumiflavin in CHCl; wurde im Scheidetrichter mit 10-!m wisserigem H,O, geschiit-
telt; zur spektrophotometrischen Verfolgung der Reaktion entnahm man der obigen CHCl,-
Lésung Proben von je 1 ml, welche 1:10 verdiinnt wurden. Die ersten 4 und letzten 3 Spektren
sind je isosbestisch. Der Zerfall der Zwischenstufe ist sehr langsam. Die ersten Spektren 1, 2, 3 sind
im Abstand von je ungefahr 5 Min., 1, 4, 5, 6 hingegen im Abstand von mehreren Stunden gemessen.
Das Endprodukt kann kristallin erhalten werden [15]

1

\eu/Moa-cm)

250 300 30 400 50 S00mp
Fig. 6. Diffevenzievung dev optisch nahezu identischen « Ketor- und 2-« Iminolyv-Formen des Flavins
auf Grund der Basizitit
2-Iminol-Derivate liegen in 0,1~ Sulfat-Puffer pH 2,0 vollstindig protoniert,
freie Flavinc hingegen neutral vor
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lich gegen Hydrolyse, so dass wir sie lange Zeit nicht in Substanz fassen konnten?8).
In Lésung lassen sie sich durch die spektrophotometrische Verfolgung ihrer Proto-
nierung voneinander und vom Stammkorper unterscheiden: Alle 2-stdndig, streng
einwertig substituierten Benzopteridine, also XIIT und XXXVII (Tab. 3), liegen bei
pH 2 vollstindig als Monokationen vor (Fig. 6). Die 4-Isomeren hingegen, z.B.
XXXVIIa und XXIV (Tab. 3), werden so leicht hydrolysiert, dass sich Kationen
spektral nur in wasserfreiem Milieu nachweisen lassen. Analoges Verhalten zeigen die

CH,

|
CHy.__~_N.__N.__O '
‘ 77 XXXVila

CH,” "N N
OC,H,
leichter isolierbaren analogen Thiodthers)?) {15] (XXIIT, XXIV, Fig. 3, 7). Die beiden

Hauptbanden der 4-Iminol(thio)ester-Kationen fallen nicht ganz zusammen wie beim
FIH,+; man erhilt ein Doppelmaximum im Bereich von 400 mu (Fig. 3).

‘|

Endprodukt
' N0 472

350 A0 450 500 550 mp

TFig. 7. Hydrolyse von 4-Methylthioflavin XXIV in 0,IN Sulfat, pH 2.
Es entsteht Lumiflavin (I)

B: Die spektralen Erscheinungsformen des Flavohydrochinons®). Flavin ist bekannt-
lich im reduzierten Zustand keineswegs farblos [17]. Die Untersuchung konzentrierter
Losungen [8] — z.B. von 3-Athyl-tetra-O-acetylriboflavin {2] in CHCl, — ldsst eine
Endabsorption erkennen, welche sich bis iiber 500 my erstreckt (Fig. 8). Zwischen
560 mu und 516 my gibt es sogar einen Bereich, wo die Molextinktion des «Leuko-
flavins» diejenige des Flavochinons iibersteigt. Konzentrierte Flavinlgsungen sind
daher bei vollstindiger Reduktion tiefer rétlich gefirbt als im oxydierten Zustand.
Diese Firbung tritt im Bereich 0 < pH < 6 auf, d.h. nur beim neutralen «Leuko»-

8) Zur moglichen biochemischen Bedeutung solcher «energiereicher» Verbindungen vgl. {16].
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flavin, welches wir daher besser als Flavohydrochinon bezeichnen. MAssey & PALMER (8]
haben diese Firbung beim FMNH, in H,O auf Sandwich-Polymere zuriickgefiihrt.
Wir haben aber festgestellt, dass beim 3-Athyl-tetra-O-acetyl-dihydroriboflavin
XXXVIII in CHCl, dieselbe Farbung auftritt und dem BEER’schen Gesetz gehorcht
(Tab. 4). Durch die Polymerisation in polarer Losung wird dieser Effekt demnach nur
verstirkt. Wir erkliren diese Endabsorption durch das Franck-CoNDON-Verbot?9)
des 7,*-Uberganges zum ersten Anregungszustand des Flavohydrochinons, welchen
wir bei 4 > 400 my annehmen. Wir legen dabei zugrunde, dass das Flavohydrochinon
im Grundzustand in der 5,10-Achse gewinkelt ist, im ersten elektronischen Anregungs-
zustand hingegen planar (Reaktionsschema 2). Im gewinkelten Zustand hat N(5)
pyramidale Konfiguration, die nichtbindenden Elektronen haben partiellen s-Cha-

Reaktionsschema 2. Inversion am Flavohydrochinon

500 520 540 560 mp

IFig. 8. Flavohydrochinon-Endabsorpiion

10-2a1 Tetraacetyiriboflavin: in CHCIl; (FIH); halb reduziert (I.:le); dasselbe total red. mit
Na,S,0, (FIH,); dasselbe nach Zusatz von 2 Aq. Triathylamin (FIH,")

1) Vgl. z. B. H. A. StaaB, Einfithrung in dic theoretische organischc Chemie, S. 301, Verlag
Chemie, Weinheim 1959.
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e{l/Motem)

510

10*

510

104

80 300 30 400 450 500 my

Fig. 9. Flavohydrochinon-Spektren in Abhdngigkeit von dev H-Ionenaktivitit

Tetraacetylriboflavin: red. mit TiCl; in 65 HCI (FIH,*); kat. reduziert in 0,18 Sulfat pH 2
(F1H,); dasselbe in 0,1x Borat pH 9 (FIH,"};
unten links: Schwingungsstruktur der Hauptbande in Methanol

&{t/Molcm)

5104

0C,H;
i
10° dcHs
510° HC-CH,
IN N0
[ 1
NH
AN / u 0

3\
0 300 30 40 450 0 mu

YFig. 10. UV.-oplischer Vergleich vevschieden alkylievter Ilavohydvochinone in Methanol abs., ev-
halten duvch katalytische Reduktion dev Flavochimonium-Salze 11, 111, V

Das Spektrum von IT ist identisch mit dem des frejien Flavohydrochinons FIH,, vgl. Fig. 9
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rakter, wihrend sie im planaren Zustand reinen p-Charakter annehmen. Blockiert
man die nichtbindenden Elektronen an N(5) durch Protonierung, so entfillt die End-
absorption ebenso (Fig. 9), wie wenn man dem System ein Proton (an N(1)) entnimmt:
In beiden Fillen wird der gewinkelte Zustand des Systems stabilisiert infolge Ver-
minderung der Resonanz zwischen N(5) und dem Pyrimidin-Teilkern des Flavohydro-
chinons. Fiir die Winkelung des Flavohydrochinons gibt es noch eine Reihe weiterer
Indizien:

a) 1-Alkylierte Flavohydrochinone (vgl. Tab. 5) haben eine geringere End-
absorption (Fig. 9, 10), d.h. die Winkelung ist begiinstigt, wie zu erwarten, da die
peri-Substituenten sich nicht spannungsfrei in der Molekel-Ebene orientieren kénnen.
Hiuft man noch volumindsere Substituenten an, so z.B. beim 1,3,7,8 10-Penta-
methyl-5-benzyl-flavohydrochinon XLIII (Tab.5,7), sosinkt E,5,auf8001. Mol-1cm—?,
obwohl der direkte induktive Effekt der Alkylsubstituenten sich allenfalls gegen-
teilig auswirkt: Beim zugehdrigen planaren Radikalkation LXV (Fig. 11) bringt
die 5-stindige Benzylgruppe eine bathochrome Verschiebung und Extinktionser-
héhung mit sich. Die Extinktion bei > 400 my der 100-proz. reduzierten Flavinlésung
kann daher als direktes Mass der Flavohydrochinon-Koplanaritat angesehen werden.

CH, CH, CH
N._N_.0

_____ U e, — ===
Ng™y ' o
Iy 0 H™ o/H
SLH 7 (k) (L)

~10°

30 400 450 500 550 600 mu

Fig. 11. Optischer Vergleich dev Flavosemichinon-Kationen verschieden alkvlievtey I'lavine, evhalten
durch Reduktion von Flavochinon-Kationen mit TiCly bzw. Autoxydation von Flavohvdvochinonen
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Tabelle 5. UV.-Spektren von «Leukor-Flavinen, zur Darstellung vgl. exper. Teil

Formel Nr. 1. Amax (mp) 2. Amax (M) 3. Amax (my)
CH,OCOCH,
‘ -
(CHOCOCH,), ~350 (S.)9) 2882) 256%)  FIH,
CHy g XXXVIIL  ~400 (8)9)  ~280 (S.)D) 254b)
CH N.__N.__O . i ;FIHB
N l/j/ - R — H, Alkyl ~400 (S)¢)  ~280(S)°)  250¢)
- 316, 250¢) 250¢)  FiH,+
NR 1
CHy N ONTTYN
H o
CH,-CH,
i |
CHy A N NS 0
C 0] XXX1X ~400 (S.)¢)  ~280 (S.)°) 252¢)
NH
CHy NN
H o
CH, CH,
| 1
CHp A AN NS 20 ¢ ~370 (S)b)  ~280(S)b) 2569
| N-CH ~370 (S.)8)  ~280(S)e)  250¢)
CH, NN A
H o
CH,
. |
CHyp o NS Ny OCHs
i XL1 ~400 (S)b)  336D) 252Y)
CHY /\N/\\Iy*
B 0Oc,H;
CH,
. |
CHy_~# /NW/N\/OCZHs
J ] XLI ~480b) 346b) 260V)
N-C,H
CH:,/\ \N/\“/ 245
H o
CH, CH,
| |
CHy AN _N___O
NN TN XL ~350 (S)b) 280 (S)¥) 2461)
“ _N-CH, ~350 (S)8)  — 2484

CH,”

(S.) = Schulter.
4) Borat-Puffer pH 9,0.
b) abs. Methanol.

¢) Sulfat-Puffer pH 2,0.
d) Phosphat-Puffer pH 7,0.

e) 6~ HCL
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b) 1-stindig spannungsfrei alkylierte (vgl. XXXIX, Fig. 10, Tab. 5) oder 1-un-
substituierte Dialkylflavohydrochinone (vgl. XLI, Fig. 10, Tab. 5) haben hingegen
eine ebenso starke oder stirkere Endabsorption wie F1H; XXXVIII (Tab. 5, Fig. 9).
Der Vergleich der UV.-Spektren von FlH, und seinen O,O-Diithylderivaten XLI
(Fig. 10, Tab. 5) beweist andererselts dass FlH (z.B. XXXVIII) in der Diketoform
vorliegt. Dies ist in Uberemstlmmung mit den IR -Spektren von 5-Acylflavohydro-
chinonen (XLVII-LX) (Tab. 6) [18] und auch des freien FiH; in CHCl,: Dieses weist
2 Carbonylbanden bei 1650 bzw. 1695 cm~! auf, welche bei der Alkylierung verschwin-
den, bzw. in den Bereich der Skelettschwingungen verschoben werden (Fig. 12).

1750 500 1400 5300 '
T ¥ T T

FIH, CH,0COCH,

(CHOCOCH,)

g

s

— FHGH)

I

<

6 65 1 DB 8p

Fig. 12. IR.-Spektren (CO-Region) des Flavohydvochinons in CHCl,, 10-*m-Liosungen wie I7ig. §
(FIHy),; dasselbe nach vollstindigem Umsatz mit CoHg | und Tridthylamin (FIH(CyHy),) :
Die 4-CO-Bande wird ausgeldscht, daher vollstindige 4-O-Alkylierung anzunehmen

£{l/Motcm) CH,
510* N N0
|
H
m e
M 2 CH,

1
/C\/o (in 2nNHy) o 1

cH, 0° :[ ’
340 EN CH,-¢

N 2 (in 20NH
//\\ - co 07 (in2wNn,)

10*4 i
\ CH,
\ cH
\ Ho§h
50 o NIrﬁ 0
'H . ' ~CHp-
| &1 " |" l\ e
:ENI( g \ 7 lin Meot)
b 04 “ CH,
éH, 1\ i
10°} (in MeOH) \
1

20 300 30 W00 450 mp

Fig. 13. Optischer Vergleich von XLV I und L:
Dissogiation von NH(10) gibt bathochrome Verschiebung, Dissoziation von NH(I) nicht
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¢) 53-Acylflavohydrochinone (XLVII-LX) (Fig. 13, Tab. 6) haben iiberhaupt keine
Endabsorption. Demnach muss die Delokalisation der nichtbindenden Elektronen an
N(5) zum Kern hin unter dem Einfluss der Acylgruppe abnehmen.

Dies kann geschehen:

1) infolge Delokalisation derselben Elektronen zum Acyl-CO hin;

2) infolge Stabilisierung der gewinkelten Molekelform. Die erste Moglichkeit setzt jedoch
Koplanaritit von Kern und exocyclischem Acyl-CO voraus. Diese Konformation ist jedoch,
wie auch das Kalottenmodell zeigt, sterisch extrem ungiinstig. Die Struktur der 5-Acylflavohydro-
chinone wird am besten erkliart durch Annahme am Gleichgewicht beteiligter «Cyclols-Strukturen
(XLVIIa, XLVIIb) [18] 11), die in der 5,10-Achse starr gewinkelt sind. Solche Strukturen sind

\E\ /N\/O CHg_~# j\ j/w\ /0
CH, e \

CH/ XLVIla CH/ \OH XLVIIb

in diesem Fall energetisch giinstig, da die zu kompensierende 5-Sdureamid-Resonanz und die
3,4-Iminolisierungsenergic gering sind. Direkte Beweise fiir diese Struktur sind darin zu er-
blicken, dass die Spektren von Anion und Neutralkdrper bei XLVII praktisch identisch sind
(nicht hingegen bei L, Tab. 6) (Fig. 13) und dass 5-Acylflavohydrochinone trotz relativ sehr hoher
Aciditat (pKECFle = 5,2) keine deutliche Ag-Affinitit zeigen [13]. Dic negative Ladung des
Acylflavohydrochinon-Anions kann daher nicht an einem Imidstickstoff lokalisiert sein. Dies
zwingt zur Annahme der Struktur XLVIIc fiir das 5-Acetylflavohydrochinon-Anion.

CH,

}

CH3\(\~/N\EN\WO'H
CHy” \/} SN \|/N |
|

C<—O
CHy” Ngo XLVIc

Cyclolstrukturen fiir die O-Alkylderivate von XLVII, also zum Beispiel LVIIla, welche
frither postuliert wurden [18] sind jedoch nicht zutreffend, da LVIII sich in III iiberfiihren ldsst,

CH,

|
CHy -~ /L /N _OC,H; CHyq_ ~_N /l\w /ocz
j j ) 7 » III (Tab. 1)

N
CH,” ™ \N/

|
e o ' o OCH;
CHy” oc,n, LVilla LVIII CH,

wie wir fanden?®). Bemerkenswert ist ferner, dass die Hauptbande Apgy ~ 250 my bei den freien
Flavohydrochinonen eine charakteristische Vibrations-Struktur aufweist (Fig. 9), nicht jedoch
bei den Acylderivaten.

d) Weiter folgt aus dem Vergleich der FIH,-Molextinktionen (Tab. 7) von Flavo-
hydrochinonen bei 450 mu, dass auch der Adenosylrest des FADH, eine Erhéhung der
Endabsorption und damit der Flavohydrochinon-Koplanaritit bewirkt. Dies ist ein
neues Indiz dafiir, dass die beiden heteroaromatischen Systeme im FAD in Sandwich-
Konfiguration vorliegen, auch in der reduzierten Form, in Ubereinstimmung mit den
Resultaten von HARBURY et al. [9] und WEBER [23].

11} Zur Bestdndigkeit solcher ortho-Amide vgl. [19].
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C: Die spektralen Erscheinungsformen des Flavosemichinons®). Das Flavosemi-
chinon ist die Radikalstufe des chinoiden Flavinsystems®). Wie beim Benzosemi-
chinon, so existiert auch hier ein Dimerisationsgleichgewicht («Flavochinhydron-»
Bildung) und ein Disproportionierungsgleichgewicht (vgl. Reaktionsschema 1 und
Tab. 8). Die Thermodynamik des Systems in wasserig-alkoholischer Lésung, unter
Vernachlissigung assoziierter Partikeln, hat HEMMERICH [2]) besprochen. Die schon
eingangs erwihnten jiingsten Arbeiten von MassEY ef al. [8] haben gezeigt, dass die
Zuordnung von Spektren der Radikalpartikeln infolge der geringen freien Radikal-
konzentration in dem sehr komplexen System in wisseriger Losung auf grosse
Schwierigkeiten stésst. Flavosemichinon und Flavochinhydron absorbieren im lang-
welligen Teil des Spektrums (iiber 500 mu). BEINERT [7] ordnete als erster die Bande
von ~ 600 my im halbreduzierten Flavin bei pH 6,1 dem neutralen Flavosemichinon

Fle, die Absorption im nahen Infrarot hingegen dem Chinhydron (FiH,), zu.
EHRENBERG [25) und MASSEY ¢t al. [8] wiesen als erste unabhéngig voneinander nach,

dass in wisseriger Losung neben (FIH,), auch noch Assoziate [I.*‘IHa—FlHa]Jr, [FH-L
F1H)- usw. zu beriicksichtigen sind, welche bei kiirzeren Wellen absorbieren, mit der

Absorption des monomeren F1H, iiberlappend. Wir haben daher Bedingungen gesucht,
unter welchen die Bildung von Assoziaten ausbleibt, was am Fehlen einer Absorption
im Bereich von 1000 my zu erkennen ist. Tetra-O-acetylriboflavin {24] und seine
3-Alkylderivate [2] in Chloroform — zweiphasisch reduziert mit S,0,%~ aq. — geniigen
dieser Anforderung. Fig. 8 und 14 zeigen die spektrale Anderung dieses Systems im
Bereich von 500 bis 700 mu. Unter diesen Umstdnden entsteht neben FIH und F1H,

nur IL‘IH2 als Zwischenstufe (~ 109, vom Gesamtflavin bei 50%, Reduktion). Die
BEINERT sche Zuordnung erwies sich damit als richtig. Setzt man dem System Sédure
zu, so komproportioniert es nahezu vollstindig unter Bildung des Flavosemichinon-

Kations gemiss FIH + FIH,; + 2H+ > 21;‘1H3+ (vgl. Fig. 11). Die ersten Absorptions-
maxima des Radikalkations i*‘lHa+ liegen bei 486 mu und 358 my in CHCl,/HCOOH

Fig. 14. Absorption des Flavosemichinons im langwelli-
gen Spektvalbeveich itn unpolavem Medium (Chlovoform),
Abhdngigheit dev Disproportionierung von dev H-lonen-
aktivitit

10-2m Tetraacetylriboflavin bzw. 3-Athoxycarbonyl-
methyl-lumiflavin: A) in CHClg, ca. 509% red. mit
Na,8,0, aq. (FIH,); B) dicselbe CHCl,-Losung 0,1x an
Tridthylamin (FIH-), zugleich Abnahme der Radikal-
konzentration (Zunahme der Disproportionierung);
C}) dieselbe CHCl,-Losung nach vollstindigem Umsatz
mit C,H;J (O-Alkylierung) (FIR,); D) verglichen mit
N, N-Dialkyl-lumiflavosemichinon, crhaltcn durch Aut-
oxydation von XL in CHCl, 500 550, 600 650 700 750 mp
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oder HCl agq. fiir Tetra-O-acetylriboflavin (Fig. 11). Die zweite Absorptionsbande des
F1H+ bei 358 my wird bei Gegenwart von Flavochinon leicht mit der zweiten Bande

des neutralen Flavochinons (370 my) verwechselt. Das Spektrum des FIH;* legt die
Vermutung nahe, dass sich bei Entnahme eines Elektrons aus dem Leukoflavin die
Struktur nur im Sinne einer Planarisierung dndert: Das Semichinon ist im tibrigen
dem Hydrochinon strukturell niher verwandt als dem Chinon. Dies ist im Zusammen-
hang mit den spiter zu besprechenden Spektren der Flavin-Metall-Assoziate [5]

wichtig: Das Spektrum nativer Metallflavoproteine ist dem F1H3+—Spektrum zunichst

verwandt, nicht dem FIH- oder FIHZ—Spektrum [51.

Setzt man dem in Chloroform gelésten halbreduzierten Flavin hingegen eine
Base zu (Tridthylamin), so nimmt die Radikalbande bei 600 my ebenfalls stark ab:
Wahrscheinlich nimmt die Disproportionierung zu (Fig. 14). Dies wiirde tibereinstim-
men mit dem in wisseriger Losung pH-metrisch [2] und ESR.-spektroskopisch1?) [25]
nachgewiesenen Maximum der Disproportionierung (Minimum der Radikalkonzen-
tration) bei neutralem bis schwach alkalischem pH. Dieses Maximum wird aufge-
hoben durch Zusatz von d-Metallionen [2].

Wir haben nun weiter versucht, den Einfluss eines polaren Mediums auf die Ab-

sorption des neutralen Semichinons FIH, kennenzulernen. Zu diesem Zweck mussten
wir die Disproportionierung unterdriicken koénnen, da sich anders in Wasser die
storende Bildung von Ladungstransfer-Assoziaten nicht vermeiden ldsst. Wir haben
daher 3-Athoxycarbonylmethyl-lumiflavin XLIV [2] in CHCl, mit wisserigem S,0,2~
bis zur vollstindigen Reduktion geschiittelt und der CHClg-Phase dann CH,J/
(CoH;),N-Gemisch zugesetzt und bei 40° vorsichtig geriihrt, unter moglichst geringer

CI—I3 H (’:Ha
CHyp 7 /N 0 CHyJ/(CoHy),N CHy 7 /N\/Nﬁ/o
[j\ j N—CH2COOC2H CHQQ\N /K(N—CHZCOO%H,,
H  ocH,
XLIV «FIHZR» XLV FIHR,»

Phasenvermischung. Nach 2 Stunden zeigte die Chloroform-Phase diinnschicht-
chromatographisch nach Luftzutritt nur noch Spuren vom Ausgangsflavin. Wir haben
Grund zu der Annahme, dass die Methylierung ausschliesslich an O(4), und Beweise
dafiir, dass sie nicht an N(1) erfolgt8) (durch Sdure wird die CH,-Gruppe quantitativ
abhydrolysiert), woraus sich Struktur XLV ergibt. Trennt man die CHCl;-Phase ab
und lasst Luft oder J, zutreten, so zeigt sich die Autoxydation in einer Verfirbung
nach Tiefgriin. Die zugehé')rigen Spektren zeigt Fig. 14. Man sieht, dass die Flavo-

R
_H®
ET LY T L
/\N/
'Fle FIR,* FlHR2

12) Wir danken J. G. ErRiksoN?) fiir die Mitarbeit bei den ESR.-Messungen.
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chinon-Absorption < 500 my nun allenfalls von dhnlicher Gréssenordnung ist wie die
Radikal-Absorption > 500 mu. Nach Aufnahme von 1 Oxydations-Aquivalent bleibt
die Reaktion in CHClI, stehen, nicht jedoch in Wasser. Daraus geht hervor, dass die
Oxydation des Flavosemichinons durch J, nicht direkt erfolgen kann, sondern wahr-
scheinlich nur {iber vorausgehende Disproportionierung, welche nur unter Verbrauch
von H-Ionen, d. h. nicht in unpolarem, basischem Milieu ablaufen kann. Anders jedoch
die Autoxydation des Radikals: Bei Luftzutritt zur CHCl,-Lésung wird das Semi-
chinon langsam, in wisserigem Milieu schnell abgebaut.

Wir haben nun die Extinktion bei 630 mu verglichen mit der Intensitit des ESR.-
Signals der so erhaltenen Losung und fanden dabei vollstindige Proportionalitit
zwischen der Extinktion und ESR.-Signalintensitit, welche bei 50%, Oxydation (d.h.
nach Verbrauch von 1 Aquivalent J,) maximal ist. Es liegt somit nur esne Radikal-
Spezies vor, und dieser ist die Bande im Bereich 600 mu zuzuordnen.

Wir haben weiter — immer unter Luftausschluss — das Chloroform einer konzen-
trierten Losung von XLV durch Methanol ersetzt und danach wisserigen Phosphat-
puffer zugegeben. Die griine Farbe schligt in diesem polaren Milieu dabei nach Blau-
violett um (zugehoriges Spektrum siehe Fig. 15). Auch hier ist die Absorptionsintensi-
tédt bei 600 mu der ESR.-Signalhéhe proportional, wihrend im nahen IR. keine Ab-
sorption gefunden wird. Man findet demnach beim Flavosemichinon eine negative

Solvatochromie. Das Absorptionsmaximum des I.*‘le aq. bei 590 mu deckt sich ferner
ausgezeichnet mit den experimentellen Zuordnungen BEINERT's (565 my) [7] und den
Rechnungen KARREMAN's [10] und GRABE’s {11] (576 my) fiir das unsubstituierte

Radikal FIT,.

"H Fig. 15. Absovption des Flavosemichinons (Flavin-Total-
Wy

o

03 :[N M0 - 0 konz. 10~%*m) in wdsseviger Lisun H ca. 5, im lang-
@ v N . 74 § g, PH ca. 5, ¢ 74
Nl(n-cn,cooc,n, Iﬂmmﬁwe
1]

welligen Spektralbeveich

«Dimerisierende» und nicht dimerisierende (dialkylierte)
neutrale Flavosemichinone, erhalten durch Autoxyda-
500 550 600 650 700 750 m,l tion von Flavohydrochinonen (vgl. Fig. 11)

0CH,
01 biidef kein Dimeres*

Tab. 9 gibt die Absorptionsmaxima der primiren Autoxydationsprodukte von
Flavohydrochinonen FIRR'H in Medien verschiedener Polaritdt wieder, soweit Los-
lichkeit und Stabilitit gegen Disproportionierung die Messung zulassen. Alkylsub-
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stitution am N(3) hat auch hier praktisch keinen Einfluss auf das Spektrum. Um so
mehr Einfluss hat die weitere Alkylierung:
a) Ist der zweite Alkylrest am Sauerstoff fixiert (vgl. XLV), so erhilt man in

Wasser wie in CHCl, eine bathochrome Verschiebung des F IR,-Spektrums von ~ 20 mu
gegeniiber unsubstituierten Analogen, wihrend die Form des Spektrums unverindert
bleibt. Diese tiefgriinen Radikale sind in unpolarcr Lésung auch an der Luft ziemlich
stabil (Fig. 14).

b) Ist der zweite Alkylrest jedoch an N(1) fixiert, so lassen sich in neutraler Lésung
itberhaupt keine stabilen Radikale erhalten: Bei Neutralisation der wiisserigen
Lésung des roten Radikalkations FIHR,* von XI. tritt Farbumschlag nach Hellgelb
ein und das ESR.-Signal verschwindet. .

Daraus ist zu schliessen, dass freies Flavinradikal FIH, vorwiegend in einer der
beiden méglichen Monohydroxy-Formen LXIa, LXIb vorliegt; dieses Ergebnis ist

R R
| . l
¢ H:s\//\/N\"/N-\ ~OH CE Is\l/\/N 2N 20
NH NH
CH, 7SN NS CH S N/ N
O OH
LXIa LXIb

mit allen dlteren Literaturdaten vertriglich.

Tabelle 9. Langwellige Absovption des monomeven neutvalen Flavosemichinons in Abhingigkeit von
Milieu- Polayitit und (Di)-alkylsubstitulion am Pyvimidin-Kern

R,
N(1) N(3) 0(2) OMW)  Amax (mp)
? H? ? H? 622, 588 (S0
R 2 R < < (S.)%)
~. H C,H, — 628, 588 (S.)%)
CH-%\///\/]‘I\r/N\.rrf'o2 H  CHCO00- —  —  570Y)
. _N3 — ?OCH, ? C,H; 644, 60423) | ~620 (S.), 592b) |
n R N a5 2115
CHy SN 609, 584¢)
f/ R _ ¢H —  CH, 642, 6003) | ~620 (S.), 596b)
—  CHLCOOEt —  CHyg 045, 6003) | ~620 (S.), 590b)
1) CH, CH, - — 646 1) | 646°)
FMNH ? <« H? ? <« H?  575M)
S.) = Schulter.
a) CHCl,. ¢) Athanol.
b Phosphat-Puffer pH 7,0. d) Nicht paramagnetisch, vgl. Text.
) P P p g

In unpolarem Milicu geben auch 1,3-dialkylicrte Flavohydrochinone tieffarbige Autoxyda-
tionsprodukte, welche HEMMERICH, PrIJs & ERLENMEYER [18] erstmals erhalten und als Flavo-
semichinone angcsprochen haben. Wir fanden jedoch, dass diese Farbungen auch unter bestem
Ausschluss von Luft und ILicht schnell ausbleichen und weder ESR.-Absorption, noch para-
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magnetische Suszeptibilitit aufweisen, welche mit der Extinlction der langwclligen Bande parallel
ginge. Ferncr zeigen diesc Firbungen stark positive Solvatochromie (Toluol, CHCly) und werden
durch Wasser unter Aufhellung nach Gelb irreversibel zerstért. Die langwellige Absorptionsbande
des Autoxydationsproduktes von XL hat zwar cin Maximum bei 646 my, aber nicht dic charak-
teristische Schulter der echten Radikale (Fig. 14). Mit der strukturellen Abkldrung dieser ge-
farbten Produktc sind wir noch beschiftigt.

Experimentelles. — Zur Aufnahme der Elektroncnspektren standen Gerdtec BEckman DB,
fiir die IR.-Spektren Beckman IR 8 zur Verfiigung. ESR.- und Suszeptibilitits-Messungen
wurden mit den in der Literatur [25] [26] beschriebenen Apparaturen durchgefiihrt.

O,-freie Losungen wurden mit V3+-deoxygenierten Inertgasen gewonnen. Lésungen autoxy-
dabler «Leuko»flavine wurden in CHCl; durch kurzes Schiitteln mit stets frisch bereitetem 0,1N
Na,S,0,4 aq., gesittigt mit NaCl, erhalten. Sofern im UV. gemessen wurde, nahm man die Reduk-
tion in Methanol unter H, mit Pd auf Silicagel als Katalysator vor. Die unter H, verschlossencn
Kiivetten wurden vor der Messung kurz zentrifugiert, bis sich der Katalysator quantitativ ab-
gesetzt hatte. Flavoscmichinon-Ldsungen wurden durch vorsichtige Oxydation von «Leukos-
flavinen mit O, oder J,, teils auch durch Reduktion von Flavochinonen mit SnCl, in 6 N HCI er-
halten, oder aber durch Zusammengeben dquimolarer «Leukosflavin- und Flavochinon-Lésungen.
Alle Messungen wurden in 1-cm-Kiivetten vorgenommen, wenn nicht anders erwéhnt.

Zum Vergleich von ESR.- und optischer Absorption wurden «Ieukorflavin-Losungen in
CHCIy in N,-gespiilte THUNBERG-Kiivetten gegeben. Die Flavin-Totalkonzentration war bei dis-
proportionierenden Systemen (z. B. Tetra-O-acetylriboflavin) 10-2m, bei nicht disproportionie-
renden (vgl. Text, z. B. XLV) ca. 2 - 10-*M. Dazu gab man aus einer AcLa-Mikrosyringe mit an-
gesetztem Teflon-Mikroschlauch steigende Mengen von O,-freiem CHCly, welches je gleiche Kon-
zentrationen von J, und Trifithylamin enthielt, bis zu 2 Aquivalent bezogen auf Totalflavin,
unter angeniherter Wahrung des Gesamtvolumens. Nach jeweiliger Zugabe wurde die Konstanz
der optischen Dichte bei 600 mu abgewartet (ca. 3 Min.). Je 1 ml Loésung wurde dann mittels
N,-gefiillten Pipetten in N,-gespiilte ESR.-Kiivetten transferiert. Nach Zugabe von 1 Aq. J,
andert sich IZgy, und die ESR.-Signalhthe nicht mehr bei weiterer J,-Zugabe, bei Oy-Zutritt findet
man jedoch eine langsame Abnahme beider Gréssen, welche der O,-Einwirkungsdauer ungefahr
proportional ist. Dasselbe Experiment in polarer Losung wurde durch Einwage von kristallinem
XLV in Methanol und Verdiinnen mit 0,1x Phosphat-Puffer pH 7 ausgefithrt. Einc betrichtliche
Anfangs-Autoxydation ist bei der Handhabung der Kristalle nicht zu vermeiden. Dicse wurde
durch anirobe Riickextraktion in CHCl, auf Grund der danach gemessenen g, rechnerisch
korrigiert.

Zur Synthesc der im Text beschriebencn Substanzen: 3-Athyl-tetra-O-acctylribollavin
(XXXVIII) und Lumiflavin-3-cssigsaure (XLIV) vgl. [2].

7,10-Dimethyl-8-chlor-isoalloxazin (X} vgl. [27].

5-Acetyl-1, 5-dihydrolumiflavin (XLVII), 5-Acetyl-3-methyl-1, 5-dihydrolumiflavin (XLVII1)
und 5-Acetyl-3,4-dimethyl-1, 5-dihydrolumiflavin (IL) vgl. [18].

7,8-Dimethyl-10-formyl-isoalloxazin (VI) vgl. [28].

Lumichrom (VII), 1-Methyl-2-chinoxalon-3-carbonsdureureid (X1V) vgl. [29].

10-Methyl-isoalloxazin (XI), 1-Methyl-6, 7-dimethyl-2-chinoxalon (XVI) und analoge -3-car-
bonsdure (XV) vgl. [30].

8-Methyl-2, 4-pteridindion vgl. [31].

Riboflavin und FADS®), Produkte der FLuka A.G., St. Gallen. Die Substanzen waren diinn-
schichtchromatographischrein; der molare Extinktionskoeffizient des FAD wurde von WHITBY [20]
tibernommen.

Zur Synthese aller iibrigen Verbindungen vgl. ®) und [15].

17iir diese Studien standen Mittel der NarioNnaL Scienck Fouwnparion (K. DupLey), der
NATIONAL INSTITUTE OF ARTHRITIS AND METABOLIC DIsEasEs, Public Health Scrvice, Rescarch
Grant AM-5895 (A. EHRENBERG) und des SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS ZUR FORDERUNG
DER WISSENSCHAFTLICHEN FORSCHUNG (P. HEMMERICH) zur Verfiigung, filr welche wir danken.
A. EERENBERG und P. HEMMERICH danken ferner dem STATENS NATURVETENSKAPLIGA FORSK-
NINGSRAD, Schweden, fiir die Ermoglichung eincs Studicnaufenthaltes fiir P. HEMMERICH in
Stockholm.
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SUMMARY

For a better understanding of structure and properties of heteroaromatic species
involved in flavin catalysed electron transfer, an investigation has been made with
suitable isoalloxazine models of flavo-coenzymes, e.g. 2- and 4-thio- and -imino-
flavins, N- and O-alkylated flavins as well as N,N-, N,0-, 0,0-dialkylated and un-
substituted leucoflavins and flavininm salts. From analyses of UV .-, visible, IR.- and
ESR.-spectra at different redox-states, pH’s and solvent polarities, the following
conclusions can be drawn:

1) In the oxidised state (‘“‘flavoquinone™) flavin appears in the “diketo” form only.
It is protonated at N(1). Its two “iminol-esters” (term to be preferred over “enol-
ethers”) do not differ markedly in the visible and UV. absorption from the parent
compound, but can be differentiated by their basicities. Both are “high energy”
forms of flavin, the 2-isomers being more stable than the 4-isomers.

2) In the reduced state (““flavohydroquinone”) concentrated flavin solutions are,
by long wave end-absorption, rendered more deeply coloured than in the oxidized
state. The intensity of this absorption in the 500-700 my range appears to be a
measure of molecular planarity.

The flavohydroquinone, too, occurs preferentially in the diketo form. It dissociates
primarily at N(1). However, it is preferentially alkylated at the oxygen functions, its
iminol-esters being relatively low in energy.

The coplanar state of flavohydroquinone must be assumed to be a vibrationally
excited one. In this state the prototropic energy (“iminolisation energy’”’) may be still
lowered or even reversed in sign.

3) The radical state (““flavosemiquinone”’) appears to differ from the reduced state
by its coplanarity.

3-Alkylation does not alter the properties of the radical, while 1-alkylation does so
profoundly. Therefore, it is concluded that flavosemiquinone prevails in the mono-
hydroxy (mono-iminol) form. In this respect its structure is more similar to the re-
duced than to the oxidized state.

The ‘“‘dimerisation” of the radical (formation of ““flavoquinhydrone’) can be
suppressed by the use of non-polar solvents as well as by the introduction of suitable
substituents in the pyrimidine nucleus. This suppression goes along with suppressed
disproportionation of the radical.

Institut fiir Anorganische Chemie an der Universitdt Basel

Medicinska Nobelinstitutet
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R P RO T T NT

Errata

Helv. 47, 1008 (1964), Abhandlung Nr. 110 von C. A. Gros, H. P. FIscHER,

W. RAUDENBUSCH & J. ZERGENYI, soll es zweite Zeile von unten bis S. 1009 zweite
Zeile von oben lauten: «indem das Verhiltnis der RG Athyl/Methyl 60, jenes von
Isopropyl/Athyl noch 13 und jenes von ¢-Butyl/Isopropyl nur noch 1,1 betrdgt. Das-
selbe gilt fiir anti-Alkyl-phenylketonoxim-tosylate 7 (Tab. 2), bei welchen das Ver-
hiltnis £-Butyl/Isopropyl 1,2 betrigt8)». — S. 1013, Fussnote 15, lies « Imino-diazonium-
Tonen 30, X = -N=N9), statt R = N=N9®,



