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182. Synthese funktionell abgewandelter Flavocoenzyme: 
3-Alkyl- und 2-Alkylimino-flavin-mononucleotide 

und -flavin-adenin-dinucleotide 
Studien in der Flavinreihe, 14. Mitteilungl) 

von W. Fory und P. Hemmerich 

(8. VII. 67) 

In der 10. Mitteilung dieser Reihe [2] haben wir die Darstellung funktioneller 
Derivate des Riboflavins (Vitamin €3,) beschrieben. Die abgewandelten Funktionen 
waren die Carbonyle in den Stellungen 2 und 4 sowie die Imidgruppe in Stellung 3 
des Flavinkerns. Mit der Synthese dieser Derivate verfolgten wir den Zweck, maximale 
Anderung der Loslichkeit bei minimalen Anderungen der Redox-Eigenschaften und 
der Raumerfullung des Heteroaromaten zu erzielen. Es sollten damit niedermoleku- 
lare Coenzym-Modelle gefunden werden, die dem proteingebundenen Coenzym ahnli- 
cher sind als das freie Coenzym, welches nur in wasseriger Losung studiert werden 
kann. 

In der vorliegenden Arbeit beschreiben wir die Uberfuhrung solcher Derivate in 
ihre 5'-Phosphate und 5'-Adenosindiphosphate. Die so erhaltenen funktionell abge- 
wandelten Coenzyme sollen speziell zwei Aufgaben erfullen : 

Die Rekonstitution zerlegbarer Flavoproteine mit ((fakchen 1) Coenzymen sol1 un- 
tersucht werden. Erste Resultate in dieser Richtung erzielte HUENNEKENS [3] mit 
enzymatisch phosphorylierten Derivaten des Vitamins B,. Die chemische Phosphory- 
lierung wird notwendig, weil die enzymatische Flavinphosphorylierung durch Flavoki- 
nase sehr stark substratspezifisch ist [4] [5]. Obwohl die Enzymreaktion in der Seiten- 
kette eintritt, werden doch keine in Stellung 2 oder 4 des Kerns abgewandelten 
Flavinderivate von FIavokinase umgesetzt . 

1) Die fur die Rekonstitution bisher herangezogenen Flavoproteine sind D-Amino- 
saure-oxydase [5], NADPH : Cytochrom-c-oxydoreductase [6], NADPH-Dehydro- 
genase, Pyridoxamin-phosphatoxydase, Glykolatoxydase [7], NADPH-Diaphorase 
[S] und Oxynitrilase [9]. Wir hoffen jedoch, dass diese Untersuchungen auch auf Di- 
hydroliponamid-dehydrogenase sowie ((Old Yellow Enzyme )) ausgedehnt werden 
konnen. 

2) Die naturlichen Coenzyme Flavin-mononucleotid (FMN) und Flavin-adenin- 
dinucleotid (FAD) (s. Formelschema 1 a) bieten sich nicht an fur Metallkoordinations- 
studien, infolge der extremen Schwerloslichkeit der Radikalchelate (Formel 1 b) : Wir 
wissen, dass die braunroten Niederschlage, welche bei Zusammengeben von halbredu- 
ziertem Flavocoenzym und diamagnetischem Schwermetall-Ion (Zn2+, Cd2+) ent- 
stehen, paramagnetisch sind, und dass die Signalintensitat ihrer Elektronenspin- 
Resonanz ungefahr aquivalent ist dem Gehalt an Flavin [lo]. Wir haben die Unlos- 

13. Mitteilung: [l]. 
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lichkeit dieser Radikalchelate daher auf die ternare Koordination der Phosphat-Reste 
zuruckgefiihrt [ll]. 

Formelschema I a 
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1 b Metallchelat von halbreduziertem Flavocoenzym 

+FHp 

Die einwandfreie Untersuchung dieses Phanomens erfordert jedoch Flavocoenzym- 
derivate, deren Radikalchelate homogen gelost bleiben unter geeigneten Bedingungen. 

Zur Synthese dieser Flavocoenzym-Analogen konnen drei Wege beschritten wer- 
den (s. Reaktionsschema), je nachdem ob die Phosphorylierung der Abwandlung des 
heteroaromatischen Kerns vorausgeht, nachfolgt oder in einer Zwischenstufe der 
Synthese des phosphatfreien Flavins eingeschoben wird. Der erste Weg (V + VI + 
VII) erfordert das Mitschleppen der Phosphatgruppe iiber mehrere Stufen von Reak- 
tionen am Kern und wurde daher nur im Falle des sehr empfindlichen 2-Thioflavin- 
mononucleotids beschritten. Der dritte Weg (VIII + IX -+ X) ist scheinbar am ein- 
fachsten, liess sich jedoch nur im Falle 3-substituierter Flavin-Analogen mit guter 
Ausbeute verwirklichen. 

Der zweite Weg (I + I1 -+ 111) besteht in einem ersten Schritt in der Phosphory- 
lierung von S-Methyl-2-thioriboflavin . (I) mit einem Phosphoroxychlorid-Wasser- 
Gemisch als Losungsmittel und Reagens und in einem zweiten Schritt - ohne Reini- 
gung von I1 - in dem Ersatz der S-Methylgruppe durch primare oder sekundare 
Amine. Dieser Weg zeichnet sich einerseits durch die allgemeine Anwendbarkeit fur 
die Synthese von 2-Iminoflavin-5’-phosporsauren und anderseits durch die leichte 
Zuganglichkeit der Ausgangsverbindung I [Z ]  aus. 

Zur Synthese der Flavin-adenin-dinucleotid-Analogen kam das Verfahren von 
KHORANA [12] [13] zur Anwendung, welches die Verknupfung eines aktivierten 
Nucleosid-5’-phosphorsaureamides mit einer zweiten Nucleosid-Komponente impli- 
ziert. 

Die rohen FMN- bzw. FAD-Analogen wurden durch Anionenaustauscher-Chro- 
matographie gereinigt, wobei die DEAE-Cellulose-Schicht durch Gradientenelution 
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Reaktzonsschema 

in neutralem Milieu im Falle der FMN-Analogen (vgl. Figur) und in saurem Milieu 
(pH 2,7-5,5) im Falle der FAD-Analogen entwickelt wurde. Eine Ausnahme bildete 
das 2-Thioriboflavin-5'-phosphat, das sich auf der DEAE-Cellulose auf Grund grosser 
Oxydationsempfindlichkeit innerhalb kurzer Zeit zersetzte. In diesem Falle konnte 
als stabiles Endprodukt Riboflavin-5'-phosphat eluiert und identifiziert werden. 
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Experimenteller Teil 
1.  Allgemeines. - 1.1. Zur Dunnschichtchromatographze (auf MN-KieselgelSZ) als stationarer 

Phase). Als chromatographisch rein wurden Substanzen angesehen, die im Sichtbaren und im UV. 
nur einen Fleck zeigten. Als chromatographisch identisch wurden Substanzen gleicher Farbe und 
Fluoreszenz betrachtet, wenn sie in mindestens 3 Fliessmittelgemischen den gleichen Rf-Wert 
zeigten. Fliessmittelgemische: A:  n-Butanol/Eisessig/Wasser = 6 : 2 : 2; B:  n-Butanollkthanoll 
Wasser = 6 :  2 : 2; C: n-Butanol/Athanol/Z N NH, = 6 : 2: 2 ; D : n-Butanol/Eisessig/Wasser = 
2 : l : l ;  E: Acetonitril/Wasser = 7:3; F :  A t h a n o l l l ~  Ammoniumacetat (pH 7,5) = 5:2, G: t- 
Amylalkohol/Ameisensaure/Wasser = 3 : 2 : 1 ; H : n-Butanol/Aceton/Eisessig/5-proz. NH,/Was- 
ser = 7 : 5 : 3 : 3 : 2 ; I : Diathylather/Methanol = 9 : 1. 

1.2. Spektren. Im Bereich von 700-200 nm mit einem C~~~-14-spektrophotometer in folgen- 
den 0 , l ~  Pufferlosungen aufgenommen: Phosphat (pH 7), Acetat (pH 5), Borat (pH 9), Sulfat 
(pH 2), NaOH (pH 13). 

Bei der spektrophotometrischen Reinheitsbestimmung der FMN- bzw. FAD-Analogen wur- 
den die molaren Extinktionskoeffizienten der entsprechenden nicht-phosphorylierten Flavin- 
Analogen zugrundegelegt (s. Tab. 1). 

Tabelle 1. Molare Extinktionskoeffizienten van 2-substituierten Flavin-Analogen 
( 0 , l ~  Phosphatpuffer pH 7, t = 25"; die Synthesen der entsprechenden Flavine wurden friiher 

beschrieben [ Z ] )  

Flavin 3, (nm) E (Mol-I. cm-l) 

2-Thioriboflavin 494 2,os. 104 
2- (/3-Hydroxyathylimino) -riboflavin 451 i,73. 104 
2-Phenyliminoriboflavin 472 1 , ~ .  104 
2-Morpholino-2-desoxyribof lavin 464 1 , ~ .  104 

1.3. Titrationen. Die acidimetrische Reinheitsbestimmung der FMN-Analogen erfolgte durch 
acidimetrische Titration des sekundaren Phosphats mittels eines thermostatierten METROHM- 
Combititrators rnit kombinierter Mikroglaselektrode H U o unter Vz +-desoxygeniertem Stickstoff. 

1.4. Kationenaustauscher-Chromatographie. 10 g des trockenen Austauscherpulvers MN-2100- 
P-Cellulose(H+) 8) wurden in 500 ml Wasser suspendiert, die triibe wasserige Phase dekantiert, der 
verbleibende, dicke Brei nochmals im gleichen Volumen Wasser suspendiert und die Suspension 
mit wasseriger Pyridinlosung auf pH 5,5 gestellt. Der nun in der Pyridinium-Form vorliegende 
Austauscher wurde abfiltriert, rnit Wasser neutral gewaschen und in einem Guss in die Chromato- 
graphiesaule gefiillt. Fur den Austausch von Na+ oder Li+ gegen Pyridinium+ im Falle der FMN- 
Analogen wurden die FMN-Alkalisalze, im Minimum Wasser gelost, vorsichtig auf die Austau- 
schersaule gegeben (Saulendimension: 0 = 3,5 cm, Hohe der Austauscherschicht = 25-30 cm) 
und wahrend 2-3 Stunden unter Lichtausschluss rnit Wasser eluiert. 

1.5. Anionenaustauscher-Chromatographie. 10 g des trockenen Austauscherpulvers MN-2100- 
DEAE-Cellulose(C1-) a) wurden in 600 ml Wasser aufgeschlammt. Nach 30 Minuten Stehen wurde 
die triibe wasserige Phase dekantiert, der verbleibende, dicke Brei in 0 , 5 ~  HCl suspendiert und 
der Austauscher abfiltriert und rnit Wasser neutral gewaschen. Nach Suspendierung des Austau- 
schers in O , ~ M  NaOH wurde rnit 0 , 5 ~  HCl neutralisiert, filtriert und der Austauscher rnit Wasser 
chloridfrei gewaschen. Dann wurde er in einem Guss in die Chromatographiesaule gefiillt und rnit 
den in Wasser gelosten FMN- bzw. FAD-Analogen beladen. Elutionsbedingungen s. unten bei der 
Synthesenbeschreibung der einzelnen FMN- bzw. FAD-Analogen. 

11. Synthesen. - 2.1. Monophosphat van 1 -(~-~-Rib~tylamino)-3,4-dimethyE-6-phenyZazo- 
b e n d  ( V I )  : 7,l g Azofarbstoff V wurden nach FLEXER & FARKAS [14] rnit einem Phosphoroxy- 
chlorid-Wasser-Gemisch phosphoryliert, der kristalline freie Phosphorsaureester VI in 200 ml 
Wasser aufgeschlammt und diese Suspension rnit 1 N NaOH auf pH 8,5 gestellt. Die schwach ge- 
trubte Losung wurde mit Aktivkohle in eine Vorlnge von BaC1, aq. filtriert, der feinverteilte, kar- 

,) Produkt der Firma MACHEREY, NAGEL & Co , 516 Diiren (Deutschland). 
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minrote Niederschlag zentrifugiert, rnit Wasser chloridfrei gewaschen und nach mehrmaligem 
Digerieren mit Athanol und Diathylather im Hochvakuum getrocknet: 9,2 g (80% d.Th.). 

2.2. Z-Thioribofluvin-5'-phosphut ( V I I ) :  Eine Suspension von 7,7 g VI (Ba-Salz) in 200 ml 
Wasser wurde 15 Min. mit 10 g stark saurem Ionenaustauscher (H+) (MERCK I) geruhrt, filtriert, 
bei 50" im Vakuum auf 3 0 4 0  ml eingeengt und rnit LiOH aq. auf pH 4,5 gestellt. Die Losung 
wurdc rnit wenig Aktivkohle in 250 ml Aceton filtriert. Der amorphe Niederschlag des Mono-Li- 
Salzes wurde abfiltriert und rnit Aceton und Ather gewaschen. 

In einem 500-ml-Sulfierkolben rnit Kuhler, CaC1,-Rohr, Ruhrer und N,-Zufiihrung wurden 
3,s g 2-Thiobarbitursaure (27 mMol) (FLUKA, Buchs SG), suspendiert in 110 ml Eisessigl n-Butanol 
(4:7), bei 53-55' unter N, geriihrt. Das Li-Salz von VI, gelost in 250 ml Eisessigln-Butanol (1 :4), 
wurde zur ersten Suspension gegeben und unter N, 36 Std. bei 53-55" geruhrt. Nach Stehen uber 
Nacht bei Raumtemperatur wurde der dunkelrote Niederschlag abfiltriert und rnit n-Butanoll 
Eisessig (99: l), Aceton und Ather gewaschen. Der Filterruckstand wurde unter N, bei 50" in 100- 
150 ml Dimethylsulfoxid suspendiert, filtriert und das Filtrat in 500-700 ml Aceton eingertihrt. 
Das 2-Thio-FMN (VII) erschien sofort als voluminoser Niederschlag, der filtriert und rnit Aceton 
gewaschen wurde. Das Rohprodukt (4,4 g) wurde in 50 ml Wasser suspendiert, rnit 0.1 N NaOH 
auf pH 7 gestellt und mit Aktivkohle filtriert. Das Filtrat wurde rnit Z M  Essigsaure auf pH 4,5 ge- 
stellt, rnit Aktivkohle in eine Vorlage von 250-300 ml Athanol filtriert und eine Stunde bei 0" 
stehengelassen. Der feinverteilte Niederschlag wurde filtriert und nacheinander rnit Athano1 aq. 
(80-proz.), Athanol und Ather gewaschen: 2,7 g (31%). 

2.3. S-Methyl-2-thioriboflavin-5'-phos~horsi ( I I )  : In  einem 50-ml-Sulfierkolben rnit Kiih- 
ler, CaC1,-Rohr, Ruhrer und N,-Zufuhrung wurden wahrend 2-3 Std. bei 0" 6,9 g H,O (37 mMol) 
zu 28.9 g POCl, (18 mMol) getropft. Dann wurde 2 Std. bei Raumtemperatur geruhrt, uber Nacht 
stehengelassen und schliesslich unter starkem N,-Strom aufgeriihrt, bis die HC1-Entwicklung (Auf- 
schaumen) aufhorte. Unter N, wurden 2 g S-Methyl-2-thioriboflavin (I) [2] in das Phosphorylie- 
rungsgemisch eingetragen und wahrend 8-9 Std. bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss ge- 
ruhrt. - In  einem zweiten Sulfierkolben (500 ml) mit Kuhler, CaCI,-Rohr und Ruhrer wurden 400 
bis 500 ml trockener Ather auf 5-10" gekuhlt und die Losung des phosphorylierten I innerhalb 2-3 
Minuten zugetropft. Das Phosphorylierungsprodukt (I1 nebst Polyphosphorsaureestern) schlug 
sich in hellgelben Flocken nieder. Die Suspension wurde 15 Min. bei Raumtemperatur kraftig ge- 
ruhrt, durch eine Glasfritte filtriert, der Niederschlag rnit wasserfreiem Ather gewaschen und im 
Vakuum unter leichtem Erwarmen getrocknet. Die hygroskopische Mischung von Mono- und Poly- 
phosphorsaureester wurde wahrend 15-20 Min. in 30 ml Dioxan/Wasser (6: 1) hydrolysiert und rnit 
wenig Aktivkohle in eine Vorlage von 700-800 ml Ather filtriert. I1 schlug sich als braunrotes 
oliges Gel nieder. Letzteres wurde durch Dekantieren und Verdampfen vom Ather befreit, im 
Minimum Methanol gelost und wieder mit &her ausgefallt. Das Auflosen in Methanol und Aus- 
fallen rnit Ather wurde solange wiederholt, his sich das 01 zu einern amorphen Niederschlag ver- 
festigt hatte. 

Der Niederschlag wurde in Methanol gelost und durch mehrmaliges Abdampfen rnit Benzol/ 
Athanol vom Wasser befreit. Wegen der grossen Hydrolysenempfindlichkeit der 2-$-Methyl- 
flavine war die Reinigung durch Anionenaustauscher-Chromatographie fur I1 nicht geeignet. Das 
Produkt wurde sofort zu den 2-Imino-5'-Phosphaten I11 weiterverarbeitet. 

2.4. 2-Iminoriboflavin-5'-phosphorsauren (IIIa, b, c) : Der unter 2.3 beschriebene Phosphor- 
saureester 11, gelost in 20-30 ml abs. Methanol, wurde in einem 100-ml-Sulfierkolben rnit Ruhrer, 
Kuhler, CaC1,-Rohr und N,-Zufuhrung rnit 30 ml Amin (Athanolamin, Morpholin, Anilin) wahrend 
1-2 Std. zur Reaktion gebracht. Das 2-Imino-FMN-Analoge kristallisierte unter Zusatz von 250 ml 
Aceton innerhalb einer Stunde bei 0". Der Niederschlag wurde filtriert, mit Aceton gewaschen, in 
50-60 ml Wasser suspendiert, rnit 1~ NaOH auf pH 8 gestellt und mit Aktivkohle filtriert. Das 
Filtrat wurde sorgfaltig auf eine MN-2100-DEAE-Cellulose-Chromatographiesaule (Cl-) gegeben 
(Saulendimension: .@ = 2,5 cm, Schichthohe = 80-90 cm) und die Saule mit Wasser gewaschen, 
bis die Extinktion des Eluates beim Absorptionsmaximum im Sichtbaren einen Wert E A ~ ~ ~  = 0,l 
erreicht hatte. 

Die Flavin-5'-phosphorsauren wurden mittels LiCl-Losung linear ansteigender Konzentration 
in Fraktionen von 18-20 ml eluiert. 
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Das Mischgefass enthielt 2000 ml H,O und das Reservoir 2000 mlO,8 M LiCl. Der Flavin-Gehalt 
an Fraktionen wurde durch Extinktionsmessungen beim Absorptionsmaximum im Sichtbaren 
bestimmt. Wahrend der ganzen Trennoperation wurde eine Tropfgeschwindigkeit von 1,6-2 ml/ 
Min. eingehalten. Die Mononucleotid-Fraktionen (vgl. Figur) wurden bei 40" Badtemperatur im 
Vakuum bis zur beginnenden Kristallisation eingeengt, die Suspension mit 0,l  M HClO, unter 
gleichzeitiger Auflosung auf pH 5 gestellt und rnit wenig Aktivkohle in eine Vorlage von 200-250 
ml Aceton filtriert. Die zeitweise auftretende Phasentrennung wurde durch tropfweise Zugahe von 
Methanol aufgehoben, was eine sofortige Kristallisation bewirkte. Die Kristallisationslosung wurde 
1 Std. bei 0" aufbewahrt, filtriert und der Filterruckstand mit Aceton und Ather gewaschen. 

-5'- Phosphorsaure 

Riboflavin 2 (b-Hydroxyathyl- 
iminol- Riboflovin -S'-Phosphorsiiure 

20 40 60 SO 100 120 140 
Frokt.Nr 

* 0,2 

- 0,l 

Reinigung uon rohen Flauin-mononucleotid-Analogen durch Anionenaustauscher-Chromatographie 
in rzeutralem Milieu 

2.5. 3-Methylriboflavin ( I X )  : Eine Suspension von 5,6 g 3-Methyl-tetra-0-acetyl-riboflavin 
(VIII) [Ill (10 mMol) in 100 m l 6 ~  HCl wurde 2 Std. hei 90-95" gehalten, wobei allrnahliche Auf- 
losung eintrat. Man engte die Losung im Vakuum bis zur beginnenden Kristallisation ein, fugte 
200 ml Wasser zu und liess 2 Std. bei 0" stehen. Der gelborange Niederschlag wurde abfiltriert, rnit 
Wasser neutral gewaschen und getrocknet. Das Rohprodukt wurde in wenig warmer 6~ HC1 auf- 
genommen, mit Tierkohle filtriert, mit gleichem Volumen Wasser verdiinnt und angerieben. Inner- 
halb 6 Std. kristallisierten bei 0" 3,6 g (92,5%) chromatographisch reines IX in gelben Nadel- 
buscheln vom Smp. 265-270" (Zers.) 

2.6. 3-Methylriboflavin-5'-phosphorsaure ( X ) :  3 g IX wurden rnit einem Gemisch von 14.4 g 
Wasser und 61,3 g POCl, analog 2.3. phosphoryliert (Dauer der Phosphorylierung 36 Std.). Nach 
der iiblichen Aufarbeitung wurde die hygroskopische Mischung von Mono- und Polyphosphor- 
saureestern uber Nacht in 68 ml Dioxan/Wasser (10,3:1) hydrolysiert, das Dioxan bei 30" im 
Vakuum verdampft und die Flavinphosphorsaure mit Ather ausgefallt. Der olige Riickstand wurde 
unter analogen Bedingungen (s. 2.3.) in eine semikristalline Modifikation iibergefuhrt und an- 
schliessend durch Anionenaustauscher-Chromatographie gereinigt. 

2.7. Flavin-Adenin-Dinucleotide ( I V ,  X I )  : 0,2 mMol Flavin-5'-phosphat (Li- oder Na-Salz), 
gelost in 10 ml Wasser, wurde rnit verdunnter NH, auf pH 7 gestellt und mittels Kationenaustau- 
scher-Chromatographie in das Pyridiniumsalz ubergefuhrt. Das wasserige Eluat wurde rnit 
Pyridin auf pH 7 gestellt, im Bad von 40" im Vakuum auf 5 ml eingeengt, rnit 0.15 ml tri-n-Rutyl- 
amin in 10 ml Pyridin abs. versetzt und abgedampft. Um die letzten Wasserspuren zu entfernen, 
wurde das Pyridiniumsalz viermal mit je 40-50 ml Pyridin abs. bei 40' im Vakuum eingedampft. 

0,052 g Adenosin-5'-phosphorsauremorpholid [13] wurde in gleicher Weise viermal mit Pyri- 
din abs. eingedampft, der Ruckstand in 20 ml Pyridin abs. gelost und rnit dem Pyridiniumsalz des 
FMN, das in 10-20 ml Pyridin abs. und 1-5 ml Dimethylformamid gelost wurde, vereinigt. Das 
Phosphatgemisch wurde im Vakuum bei 40" auf ein Volumen von 10-15 ml eingeengt und ver- 
schlossen unter Lichtausschluss bei 40" uber P,O, aufbewahrt. Die Pyridinlosung wurde bei 40' im 
Vakuum soweit als moglich eingedampft und der Ruckstand in wenig Wasser gelost. Die wasserige 
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Losung wurde zweimal mit Ather extrahiert, die Atherschicht zweimal rnit je 5 ml Wasser durch- 
gewaschen und die wasserigen Losungen vereinigt. Die Losung wurde rnit verdiinnter NH, auf pH 
7 gestellt und vorsichtig auf eine DEAE-Cellulose-Kolonne (2,5 x 45 cm, Chloridform) gegeben. 
Die DEAE-Cellulose wurde mit Wasser bis zu einem Extinktionswert E = 0,l eluiert, gefolgt von 
einer Gradientenelution (s. Tab. 3). Die FAD-Fraktionen wurden rnit LiOH aq. auf pH 6 gestellt 
und bei einer Badtemperatur unter 30" im Vakuum auf 3-5ml eingeengt. Die Losung wurde auf 
pH 6 gestellt und in eine Vorlage von 100 ml Aceton filtriert. Das Dilithium-Salz des FAD-Analo- 
gen erschien als voluminoser Niederschlag, der filtriert, mit Aceton und Ather gewaschen und 30 
Std. bei Zimmertemperatur im Hochvakuum getrocknet wurde. 

Wir danken dem SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS ZUR F~RDERUNG DER WISSENSCHAFTLI- 

CHEN FORSCHUNG fur die Ermoglichung dieser Arbeit sowie dem U.S. PUBLIC HEALTH SERVICE 
(Grant Nr. GM 14241-1) fur Apparate-Beihilfe. 

Die Mikroanalysen verdanken wir der Firma HOFFMANN-LA ROCHE, Basel (Dr. DIRSCHERL). 

SUMMARY 

Functional derivatives of flavo-coenzymes, altered in position 2 or 3, have been 
synthesized in order to check the coenzyme specificity of flavo-apoproteins. Phospho- 
rylation and phosphate separation methods have been adapted to the synthesis of 
2-imino-, 2-thio- and 3-alkyl-flavin mono- and di-nucleotides. 
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