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Es wird gezeigt, in welchem MaJ bei Anwendung der Isotopentechnik mit Isotopenefekten 
zu rechlzen ist und welche Probleme mit priniaren und sekundaren kinetischen Isotopen- 
eflekten bearbeitet werden. A1s Beispiel werden die Untersuchungsergebnisse bei E2- 
Reaktionen, speziell beim Hofmann-Abbau, diskutiert. Danach werden einige ,,analytische 
Isotopenefekte" besprochen. SchlieJlich werden die Probleme und Aussagemoglichkciten 
von Isotopenqfekt-Studien bei Enzymreaktionen, u.a. die Vor- und Nachteile des kom- 
petitiven und nicht kompetitiven Arbeitens, erortert, Neben eirier Zusammenstellung von 
Isotopeneffekten bei Dehydrogenase-Reaktionen werden neue Isotopeneffekte, die bei der 
Dehydrierung T-markierter Alkohole auftreten, rnitgeteilt. 

I. Eideitung topeneffekte 11-91] beruhen uberwiegend auf Massen- 
unterschieden der Nuklide und dadurch bedingte Dif- 
ferenzen der Nullpurlktenergien der Bindungen (vgl. 
Abb. In sehr geringem Ma13 beruhen Isotopen- 
effekte z.T. such auf anderen Kerneigenschaften, wie 

Die Isotopeneffekte sind urn so kleiner, je kleiner der 
prozentuale Massenunterschied zweier Isotope ist. 
Die Isotopeneffekte fallen somit bereits bei den Iso- 
topen des Koklenstoffs meist nicht mehr sehr ins Ge- 
wicht. Dagegen mu8 man sich bei der Anwendung der 
Wasserstoffisotope stets uber den EinfluD von Isotopen- 

Bei der Anwendung stabiler und radioaktiver Isotope 
als Tracer in der organischen Chemie und Biochemie 

verschieden schweren Nuklide eines Elements gleich 
verhalten, d. h. daB bei chemischen oder physikalischen 
Operationen keine Diskriminierung markierter und 
nicht markierter Molekiile stattfindet. Bei quantitativer 
Untersuchung beobachtet man derartige Diskriminie- 
rungen aber mehr oder weniger deutlich. Diese Iso- 

geht man meist der Annahme aus9 da8 sich die Qua&-upolmoment und kernmagnetischem Moment. 
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[2] S. S. Roginski: Theoretische Grundlagen der Isotopenche- 
mie. VEB Deutscher Verlag der Wissenschaften, Berlin 1962, 
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Vol. I. Interscience Publishers, New York 1958. 
[4] L. Melander: Isotope Effects on Reaction Rates. Ronald 
Press, New York 1960. 
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mittlerer Abstand X - H  
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rn Kernabstand - 
Abb. I .  Potentialkurve einer Molekel HX und des ubergangszustandes. 
Die Unsymmetrie der Potentialmulde (der Deutlichkeit halber stark 
uberzeichnet) ist der Grund fur den im Vergleich zur X-H-Bindung 
etwas geringeren X-D-Abstand. Die unterschiedlichen Nullpunkts- 
energien EZ und EE bedingen fur  eine Reaktion verschiedene Akti- 
vierungsenergien (Pfeile) und sind die Hauptursache des kinetischen 
Isotopeneffekts. 
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effekten Rechenschaft ablegen, da Versuchsergebnisse 
haufig nur dann gedeutet werden konnen, besonders, 
wenn im Verlauf einer Reaktion Bindungen des Isotops 
selbst oder benachbarte Bindungen gebrochen werden. 
Die Hauptgrunde, weshalb allein 1964 weit mehr als 100 
Originalarbeiten sowie mehrere ubersichtsreferate 15-81 

zum Thema ,,Isotopeneffekte" veroffentlicht wurden, 
sind folgende: 
1) Der sogenannte ,,kinetische" Isotopeneffekt  
gestattet die Untersuchung van Reaktionsmechanismen. 
Nach der Theorie der absoluten Reaktionsgeschwindig- 
keit [9a,bl ist der kinetische Isotopeneffekt gleich dem Quo- 
tienten der Gleichgewichtskonstanten der Besetzung des 
Grund- und Ubergangszustandes fur die nichtmarkierte und 
markierte Verbindung (vgl. Abschn. I. 2). Die Berechnung 
ist daher dann moglich, wenn die Schwingungsfrequenzen 
des Grundzustandes und des Ubergangszustandes der Reak- 
tanden bekannt sind [3,  499,9a, 101. Wahrend man die Fre- 
quenzen des Ubergangszustandes jedoch nicht kennt, sind 
die Frequenzen im Grundzustand und der Isotopeneffekt meD- 
bar. Dadurch gelangt man zu Aussagen uber den Ubergangs- 
zustand. Wolfsberg und Stern [lo] sowie Willi [11-131 haben 
auf Grund der von Bigeleisen und anderen 11-41 entwickelten 
Vorstellungen Isotopeneffekte konkreter Ubergangszustinde 
theoretisch berechnet. Um den EinfluD der verschiedenen 
Parameter auf die GroDe der rechnerischen Isotopeneffekte 
rationell ermitteln zu konnen, wurden Maschinenprogramme 
entwickelt [ lo ]  10al. 

Die zur Zeit am haufigsteii experimentell bearbeitete Frage- 
stellung gilt dem geschwindigkeitsbestimmenden Schritt in 
einer Reaktionsfolge und der Untersuchung, wieweit bei 
einer Reaktion im Ubergangszustand eine Bindung bereits 
gelost oder geknupft ist. 
2) Die bei Austauschgleichgewichten beobachteten 
G 1 e i c h g e w i c h t s - Is o to p e n e f f e k t e sin d von tech- 
nologischer Bedeutung fur die Isotopentrennung. 
So ist fiir das Austauschgleichgewicht, das zur Ge- 
winnung von schwereni Wasser verwendet wird, 

kb 
H20+ HDS HDO+ HzS, 

kz 

die Gleichgewichtskonstante bei 25°C: kl/k2 = K = 

2,2 (dies ist ein extremer Wert, meist liegen die Werte 
naher bei 1). 
Die Kenntnis bzw. Abschatzung von Gleichgewichts- 
Isotopeneffekten ist auch bei der praparativen Darstel- 
lung wasserstoff-markierter Verbindungen sowie bei 
biochemischen Studien von Interesse. Lafit man bio- 
chemische Reaktionsfolgen, z. B. die Glykolyse, in T- 
markiertem Wasser ablaufen und untersucht den Iso- 
topengehalt von Zwischenprodukten, so unterscheidet 
sich bei reversiblen Reaktionsschritten, die bis zur 
Gleichgewichtseinstellung fiihren, der Isotopengehalt 
einer Wasserstoffposition an einer bestimmten Stelle im 
Molekiil nur auf Grund eines Gleichgewichts-Isotopen- 
effekts vom Isotopengehalt des Wassers. Falls die Re- 

[9b] A. A.  Frost u. R.  G. Pearson: Kinetik und Mechanismen 
homogener chemischer Reaktionen. Verlag Chemie, Weinheim/ 
Bergstr. 1964. 
[lo] M. Wolfsberg 11. M. J. Sfern, Pure appl. Chem. 8,225 (1964). 
[10a] J.  H .  Schachtschneider u. R.  G .  Snyder, Spectrochim. Acta 
19, 117 (1963). 
[ l l ]  A .  V.  Willi, Helv. chim. Acta 47, 647 (1964). 
[12] A .  V .  Willi, Helv. chim. Acta 47, 655, 837 (1964). 
[13] A .  V. WiNi, Ber. Bunsenges. physik. Chem. 68, 266 (1964). 
[14] H. C. Urey, J. chem. SOC. (London) 1947, 562. 

____ 

versibilitat jedoch nicht so weitgehend ist, sind die Xso- 
topengehalte geringer, da bei der Spaltung eines Wasser- 
molekuls stets ein intramolekularer Isotopeneffekt auf- 
tritt, der bei HOD haufig ca. 3,5-4 und bei HOT ca. 7 
betragt (vgl. Abschn. V.4). 
Die Verteilung eines Isotops zwischen zwei Molekulen A und 
B bei der Reaktion A + B' + A + B ist gleich dem Produkt 
der Quotienten der Verteilungsfunktionen Q im Grundzu- 
stand von markierten Molekeln A' bzw. B' und nichtmar- 
kierten A bzw. B und der Nullpunktsenergien des Grundzu- 
stands. 

Dabei bedeuten 
u = hv/kT 
h = flanckschzs Wirkungsquantum 
v = Frequenz der einzelnen Norrnalschwingungen 
k = Boltzmannkonstante 
T = absoiute Ternperatur 
n = Zahl der Freiheitsgrade 

Bei den Termen der Nullpunktsenergie erfolgt die Produkt- 
bildung uber 311-6 Schwingungsfrequenzen eines jeden Mole- 
kuls (3n-5 Frequenzen bei linearen Molekiilen). 
Falls man fur die Verteilungsfunktionen, wie zur Berechnung 
von Isotopeneffekten ublich, nur Translations-, Rotations- 
und Schwingungsterme beriicksichtigt, ergibt sich: 

Dabei bedeuten : 
M = Masse der Molekiile 

I - Tragheitsmomente um die Achsen x, y und z 

Durch Anwendung des Teller-Redlich-Theorems [*I kann die 
Gleichung vereinfacht werden, wobei nur noch die Massen M 
und die Frequenzen v in die Berechnung eingehen. 

Bei den in der organischen Chemie und Biochemie ublichen 
Temperaturen gilt naherungsweise der Ausdruck 

Fur die vollstandige Berechnung siehe [9ap 
Es sei darauf hingewiesen, dal3 zwischen Gleichgewichts-Iso- 
topeneffekten und Reaktionsmechanismen ein enger Zu- 
sammenhang besteht. So wird z.B. die Anderung der Ge- 
schwindigkeitskonstanten beim Ubergang von H20 zu DzO 
als Losungsmittel saure-base-katalysierter Reaktionen haufig 
zur Unterscheidung zwischen verschiedenen Mechanismen 
herangezogen [15-20al. Sichere SchluBfolgerungen sind jedoch 

bl. 

[14a] J. C. Evans u. G. Y. S. Lo, J. Amer. chem. SOC. 88, 2118 
(1966). 
[14b] J.  K. Wilrnshurst u. H. J.  Brmstern, Canad. J. Chern. 35, 
226 (1957). 
[*I Siehe z.B. K.  S. Pitzer: Quantum Chemistry. Prentice-Hall, 
New York 1953, S. 275. 
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London 1941. 
[16] K. B. Wiberg, Chem. Reviews 55, 713 (1955). 
[17] F. A.Long u. J.Bigeleisen,Trans.FaradaySoc. 55,2077(1959). 
[18] A .  V. WiNi, Z. Naturforsch. 19b, 461 (1964). 
[19] A .  V .  WiUi: Saurekatalytische Reaktionen der organischen 
Chemie. F. Vieweg u. Sohn, Braunschweig 1965. 
[20] A .  J. Kresge, Pure appl. Chem. 8, 243 (1964). 
[20a] H .  H .  Huang, R .  R .  Robinson u. F. A .  Long, J. Amer. chem. 
SOC. 88, 1866 (1966). 
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bur dann moglich, wenn sich theoretisch begrunden lafit, in 
welcher Gronenordnung der Isotopeneffekt fur einen be- 
stimmten Mechanismus liegen muB. SchlieBlich kommt den 
Gleichgewichts-Isotopeneffekten in der Geologie grol3e Be- 
deutung zu [21* 221. 

3) Wie in Abschnitt V gezeigt wird, haben Isotopen- 
effekte in der Biochemie bereits groBe Bedeutung und 
werden zur tieferen Einsicht in biochemische Mechanis- 
men weiter beitragen. 

4) , ,Analytische Isotopeneffekte":  
Die Anwendung markierter Verbindungen setzt im all- 
gemeinen voraus, dal3 die Verbindungen durch Um- 
kristallisation, Destillation oder eine Methode der mul- 
tiplen Verteilung bis zu konstanter spezifischer Radio- 
aktivitat gereinigt werden konnen. Dies ist, bedingt 
durch Tsotopeneffekte, aufgrund nur mehr oder we- 
niger eingestellter Austauschgleichgewichte und kineti- 
sche Effekte, mitunter weitgehend unmoglich. 

11. Primare und sekundiire kinetische 
Isotopeneffekte 

1. Primare Isotopeneffekte 

Nach der Theorie der absoluten Reaktionsgeschwindig- 
keit [9a39bl erhalt man bei gegebener Temperatur den 
maximalen kinetischen Isotopeneffekt bei einem Mini- 
mum an Bindungsenergie im Ubergangszustand. Be- 
trachten wir aber beispielsweise die Ablosung eines 
Protons von einem C-Atom durch eine Base, so erfolgt 
in dem MaBe der Losung des Protons vom C-Atom eine 
Bindung an die Base B. Der maximale Isotopeneffekt 
ergibt sich daher bei der sogenannten ,,Halblosung" : 

1st dagegen im Ubergangszustand das Proton noch star- 
ker an das C-Atom (C.-H..*.B) oder bereits starker an 
die Base gebunden (C....H*.B), so ergeben sich 
kleinere lsotopeneffekte. 
Die rechnerische Behandlung findet sich bei Westheimer [231 
und Bigeleisen 191. Auf Grund theoretischer Uberlegungen 
und Berechnungen kommen jedoch Willi und Wolfsberg [23al 
zu dem SchluB, daB ein ausgepragtes Maximum des Iso- 
topeneffekts in Abhangigkeit von Bindungslosung und -bil- 
dung im Ubergangszustand von der Gestalt des Potential- 
walls, der Reaktanden und Produkte trennt, abhangt. Ex- 
perimente, die dies bestatigen, scheinen noch nicht bekannt 
zu sein. 
Rei Mehrstufen-Reaktionen 1aBt sich natiiilich nur dann 
ein Isotopeneffekt feststellen, wenn die Bindung des Iso- 
tops im geschwindigkeitsbestimmenden Schritt gelost 
wird (primarer lsotopeneffekt). Im allgemeinen betra- 
gen die maximalen Isotopeneffekte bei der Losung von 
Kohlenstoff-Wasserstoff-Bindungen bei 0 "c kH/kD [*I 

C...H...B. 

1211 H. C. Urey, H .  A .  Lowenstam, S .  Epstein u. C. R .  McKinney, 
Bull. geol. SOC. America 62, 399 (1951). 
[22] P.  Baertschi, Schweiz. mineralog. petrogr. Mitt. 37, 73 
(I 9 5 7). 
[23] F. H .  Westheimer, Chem. Reviews 61, 265 (1961). 
[23a] A. V.  Willi u. M .  Wolfsberg, Chem. and Ind. 1964, 2097. 
[*] Die kinetischen Isotopeneffekte werden meist als Verhilt- 
nisse der Geschwindigkeitskonstanten angegeben, wobei der 
Index die Nuklidart bezeichnet. 

= 8,3, bei 25 'C kH/kD = 6,9, etc. r41. Dies gilt jedoch 
nur, wenn der Protoneniibergang ohne Tunneln er- 

Bei der durch 2,6-Lutidin katalysierten Jodierung von 
[2-D]-2-Nitropropan wurde z. B, kurzlich bei 25 "C 
kH/kD = 24 gemessen, wahrend die gleiche Reaktion, 
mit Pyridin katalysiert, kH/kD = 9,s e r g a b W  Die 
Autoren schlieBen daraus, dalj allgemein sterisch ge- 
hinderte langsame Protoneniibergange extrem grorje 
lsotopeneffekte zeigen konnen. 
Bei der elektrophilen aromatischen Substitution von D 
oder T beobachtet man meist keine oder nur kleine ki- 
netische Isotopeneffekte 161. Liegen besondere sterische 
Verhaltnisse vor, so konnen jedoch groBere Werte auf- 
treten. Bei der durch Silberionen katalysierten Bromie- 
rung von 1,3,5-Tri-tert.-butyl-[2-D]-benzol wurde 
kH/kD 1 3,6[26d] gemessen und bei der Bromierung 
von deuteriertem 2,4-Dibrom-1,3,5-trimethoxybenzol 
4,75 [26el. Bei Oxidationsreaktionen hingegen E27-321 

treten meist Wasserstoff-Isotopeneffekte nahe dem 
Maximalwert auf. 
Fur die Umrechnung von Isotopeneffekten mit Deu- 
terium in solche rnit Tritium wird haufig die Gleichung 

folgt [24al. 

verwendet 1251. (Vgl. jedoch auch [261.) 
Neben den relativ groBen Isotopeneffekten der Wasser- 
stoff-Isotope wurden zahlreiche Effekte mit den Nukli- 
den 13C, 14C, 15N, 1 8 0  und 34s oder 3 5 s  gemessenr41. 
Fur k12c/k13c sind bei S~ZReaktionen Werte bis 
1,086 bei 11 oC[26aI bekannt geworden; dagegen treten 
bei SN1-Reaktionen nur wesentlich kleinere oder gar 
inverse lsotopeneffekte auf [26bl; fiir k12c/k14c konnen 
doppelt so grol3e Werte angenommen werden. Bei der 
Decarboxylierung an der Carboxygruppe 14C-markier- 
ter Benzoesaure und ihren Derivaten wurden bei 210 
und 238 "C Isotopeneffekte zwischen 1,068 und 1,18 

[24] L. Funderburk u. E. S. Lewis, J. Amer. chem. SOC. 86, 2531 
(1964). 
[24a] V. J.  Shiner, j r .  u. B. Martin, Pure appl. Chem. 8, 371 (1964). 
1251 C. G. Swain, E. C. Stivers, J .  F. Reuwerjr. u. L. J .  Schaad, 
J. Amer. chem. SOC. 80, 5885 (1958). 
[26] J. Bigeleisen in: Tritium in the Physical and Biological 
Sciences, Vol. I. Internat. Atomic Energy Agency, Wien 1962, 
S. 161. 
[26a] K .  R.  Lynn u. P .  E. Yankwich, J .  Amer. chem. SOC. 83, 790, 
3220 (1961). 
[26b] A. J. Kresge, N. N. Lichtin u. K.  N. Rao, J .  Amer. chem. 
SOC. 85, 1210 (1963). 
[26c] M. Roessler u. H. Koch, Radiochim. Acta 4, 12 (1965). 
[26d] G .  Illuminati u. F. Stegel, Ric. sci., Parte 11, Sez. A 7, 
460 (1964); Chem. Abstr. 63, 5466c (1965). 
[26e] E. Helgstrand, Acta chem. scand. 19, 1583 (1965). 
[27] W. P .  Jencks in A. F. Scott: Survey of Progress in Chemistry, 
Vol. I. Academic Press, New York 1963. 
[28] R.  Stewart: Oxidation Mechanisms Application to Organic 
Chemistry. W. A. Benjamin, Inc., New York-Amsterdam 1964. 
[291 K .  B. Wiberg u. P. A .  Lepse, J. Amer. chem. SOC. 86, 2612 
(1964). 
[30] 0. H. Wheeler, Canad. J. Chem. 42, 706 (1964). 
[31] D.  G. Hoareu. W. A.  Waters, J. chem. SOC. (London) 1964, 
2560. 
[321 A. .I. Green, T.  J. Kemp, J.  S. Littler u. W. A. Waters, J .  
chem. SOC. (London) 1964,2722. 
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geniessen [26cj. Nach kigeteisen und Wolfsberg [31 ware 
maximal 1,057 zu erwarten gewesen. Die meisten bis 
jetzt bekannten Werte fiir (k14~/k15~) sind <1,03. 
Weitere Reaktionstypen, bei denen primare Isotopeneffekte 
an den Nukliden D, T, 13C, 14C, lSN, 34s gemessen wurden, 
sind Solvolyse-, Decarboxylierungs-, Eliminierungs-, Frag- 
mentierungs- und Isomerisierungsreaktionen [41. o b e r  Iso- 
topeneffekte bei der monomolekularen Zersetzung einfacher 
Alkane und Alkylradikale gibt es ebenfalls eine Ubersicht [32a3. 
Als Beispiel fur Isotopeneffekte bei metallkatalysierten Reak- 
tionen sei die Zersetzung deuterierter Ameisensauren er- 
wahnt [32bl. 

2. Sekundare Isotopeneffekte 

Eine ausfiihrliche und kritische Behandlung des sekun- 
daren Isotopeneffekts wurde von Halevi [81 und ande- 
ren [331 publiziert. Beim sekundaren Isotopeneffekt wer- 
den entweder iiberhaupt keine Bindungen der fraglichen 
Isotope gelost, oder nicht im geschwindigkeitsbestim- 
menden Schritt. Auch hier kann man zwischen Gleich- 
gewichts- und kinetischen Isotopeneffekten unterschei- 
den. 
So ist der Unterschied in den Dissoziationskonstanten 
von C6H5-CH2-COOH und C6H5-CD2-COOH 
(KH/KD = 1,12) ein sekundarer Gleichgewichts-Iso- 
topeneffekt. Ganz entsprechend ist C&-CD~-NHZ 
eine starkere Base als C6H5-CHz-NH2 (KF/KF = 

1 ,13) [341. Die Grolje der Werte scheint nicht vollig 
sicher zu sein, und fiir Essigsaure und [2,2,2-D3]-Essig- 
saure wurden Isotopeneffekte zwischen 1,06 1341 und 
1,03 angegeben. Dagegen sind z.B. die Geschwin- 
digkeitsunterschiede des Hofmann-Abbaus von 

~ P Y  
(CH3)3N@-CHT-CH2-CH3 OH' ( I ) ,  

a P u  
(CH&N@-CH*-CHT-CH3 OHe (2)  (falls HOH 
und nicht HOT abgespalten wird) und 

(CH3)3N0-CH2-CH2-CHzT OH" (3) im Vergleich 
zur nicht markierten Verbindung auf sekundare kineti- 
sche Isotopeneffekte zuriickzufuhren. Dabei tritt bei ( I )  
in bezug auf die Losung der C-N-Bindung ein sogenann- 
ter a- und in bezug auf die CP-H-Bindung ein p-Iso- 
topeneffekt auf; usw. 

Von Halevi [81 wird, zuriickgehend auf Streitwieser [34b1, 

zwischen sekundaren Isotopeneffekten er  s ter  und 
zweiter Art unterschieden. A l s  Kriterium hierfiir gilt, 
ob die Isotopenbindung durch die Reaktion eine andere 

~ P Y  

[32a] B. S .  Rabinovitch u. D.  W. Setser in W .  A. Noyesjr.,  G .  S. 
Hammond u. J. N .  Pittsjr. : Advances in Photochemistry, Vol. 3. 
Interscience Publishers 1964, S. 1-82. 
[32b] G. M. Schwab u. A. M .  Watson, Trans. Faraday SOC. 60, 
1833 (1964). 
[33] R. E. Weston j r .  in: Annual Reviews of Nuclear Science. 
Annual Reviews, Inc., Palo Alto 1961, S. 439. 
[33a] H. C. Brown u. G.  J.  McDonald, J. Amer. chem. SOC. 88, 
2514 (1966); H. C, Brown, M. E. Azzaro, J .  G.  Koelling u. G. J. 
McDonald, ibid. 88, 2520 (1960). 
[34] E. A. Halevi u. M .  Nussim, Bull. Res. Council Israel Sect. 
A 5, 263 (1956); J. chem. SOC. (London) 1963, 866. 
[34a] M. Paabo, R.  G. Bates u. R.  A .  Robinson, J. physic. Chem. 
70, 540 (1966). 
[34b] A. Streitwicser j r . ,  R. H.  Jagow, R .  C. Fahey u. S. Suzuki, 
J. Amer. chem. SOC. 80, 2326 (1958). 

raumliche Orientierung erhalt oder nicht. Z.B. ware der 
ifbergang eines deuterium-substituierten C-Atoms von 
sp3- zu sp2-Hybridisierung ein Effekt erster Art, ebenso 
der Hoffmann-Abbau von ( 1 )  und (2); dagegen ware 
der Abbau von (3) ein Effekt zweiter Art. 

Da bei Deuteriummarkierung haufig z. B. eine Methylgruppe 
vollig deuteriert ist, werden die Isotopeneffekte meist auf 1 D 

bezogen (2.B. A A F  = ~ In - , wobei n die Zahl der 

D-Atome pro Molekul ist). 
Von Collins[351 wurde auch ein Beispiel fur einen sekun- 
daren 14C-Isotopeneffekt bei der Umsetzung von 
C ~ H ~ - ~ ~ C O - C H J  mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin gefunden 
(k12c/k14~ = 1,0085 ZIZ 0,0004). Es ist jedoch fraglich, ob aus 
solch extrem kleinen Effekten Aussagen gewonnen werden 
konnen. 

Die Theorien iiber den sekundaren Isotopeneffekt sind 
komplex und teilweise widerspruchsvoll[8,331, weshalb 
nur einige physikalische Fakten, die in engem Zusam- 
menhang mit der chemischen Reaktivitat stehen, und 
haufig bestatigte Regeln iiber Richtung und GroBe der 
Effekte bei einzelnen Reaktionstypen angegeben werden 
sollen. 
Es gibt im wesentlichen zwei Auffassungen: 
1) Sekundare Isotopeneffekte konnen als Substituenten- 
effekte verstanden werden, wonach einer C-D-Bindung 
ein starkerer +I-Effekt zukommt als einer C-H-Bin- 
dungrs,lo,13,3j,34,36,371 und einer CD3-Gruppe eine 
schwachere Hyperkonjugation als einer CH3-Grup- 
pe C531. 

2) Sekundare Wasserstoff-Isotopeneffekte konnen durch 
die geringere Raumerfiillung von Deuterium [33al bzw. 
durch geringere Schwingungsamplituden von D im 
Vergleich zu H verstanden werden [411. 

Wie man aus Experimenten weiD, werden Dipolmo- 
mente, Kernquadrupol-Kopplungskonstanten und op- 
tische Aktivitat durch Wasserstoffisotopen-Substitu- 
tion beeinfluljt. Aus der geringen Anharmonizitat der 
molekularen Energiefunktion (Morsefunktion) [9bl kann 
(vgl. Abb. 1) eine etwas unterschiedliche Elektronen- 
verteilung zwischen C-H- und C-D-Bindungen abge- 
leitet werden, wodurch es zu einer geringen Abstands- 
verkiirzung und einer etwas groDeren Elektronen- 
abgabe einer C-D- gegeniiber einer C-H-Bindung 
kommt 181. 
Die Dipolmomente von N D 3 ,  CD3ND2, DCNO und 
(CH&CD sind um 0,Ol  bis 0,04 Debye groDer als die 
der entsprechenden Wasserstoffverbindungen [38-38b1. 

Man kann daher sagen, dalj eine C-D-Bindung relativ 
zu einer C-H-Bindung einen hoheren induktiven Effekt 
ausiibt. So @ weisen C6H5-CD2-COOH und 
C ~ H S - C D ~ - N H ~  im Vergleich zu den nicht deuterier- 
ten Verbindungen geringere Dissoziation auf. Besonders 
deutlich wird der Einflulj des Deuteriums beiin Ver- 

[Y 

[35] V. F. Raaen, A .  K .  Tsiomis u. C.  J. Collins, J. Amer. chem. 
SOC. 82, 5502 (1960). 
[36] A. Srreitwieserjr., Ann. New York Acad. Sci. 84, 576 (1960). 
[37] M .  Wolfsberg, J. chem. Physics 33, 2 (1960). 
[38] J. M. A.  DeBruyne u. C. P.  Smyth, J. Amer. chem. SOC. 57, 
1203 (1935). 
[38a] D.  R. Lide, J. chem. Physics27, 343 (1957); 33,1519 (1960). 
[38b] J.  N. Shoolery, R. G. Shulrnan u. D .  M .  Jost, J. chem. 
Physics 21, 1416 (1953). 
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gleich der Kernquadrupol-Kopplungskonstanten von 
CH3X und CD3X (X: Halogen). Die C-X-Bindungen 
sind in den deuterierten Verbindungen starker ionisch. 

Zur gleichen Aussage kommt man durch Studium der 
Auswirkung einer Deuteriumsubstitution auf die che- 
mische Verschiebung kernmagnetischer Resonanz- 
signale. So werden die H-Signale in -CHzD gegeniiber 
-CH3 um 0,015 ppm verschoben 1391 und die F-Signale 
in -CFzD um 0,60 i 0,05 ppm gegeniiber der -CF2H- 
Gruppe [401. Allerdings wurden kurzlich nicht die er- 
warteten chemischen Verschiebungen der 19F-Signale 
beim Vergleich von m-Fluortoluol und [a,a,a-D31-m- 
Fluortoluol gefunden [40al. 

Auch Elektronenspinresonanz-Messungen an deute- 
riertem Benzol, Naphthalin und Cyclooctatetraen zeigen 
keine starkere Elektronendonatorwirkung des Deu- 
teriunis [40dl. Die C-D-Bindung ist weniger polarisier- 
bar als die C-H-Bindung; dies fuhrt zur optischen Asym- 
metrie in Verbindungen des Typs RlR2CHD. Fur die 
auf Tsotopeneffekten beruhende optische Aktivitat 
wurde eine Theorie entwickelt, die lediglich auf der 
Wechselwirkung des Lichts rnit den verschiedenen Ato- 
men bzw. Isotopen beruht [4OcI. Streitwieser [361 weist 
2.B. auf die Ahnlichkeit der optischen Rotations- 
dispersionskurven von CH~-CHZ-CH~-CHD(OH), 
CH3-CHD(OH) und CH3(CH2)5CH(OH)-CH3 

Auf Grund dieser Fakten kommt man zum SchluB, 
daB diese sogenannten elektronischen Isotopen- 
effekte [81 wie echte Substituenteneffekte behandelt wer- 
den konnen. Der Ersatz eines Wasserstoffatoms in 
einer C-H-Bindung durch D auaert sich qualitativ Bhn- 
lich wie ein Ersatz durch eine CH3-Gruppe. Der Ersatz 
einer CH3- durch eine CD3-Gruppe wirkt sich wie der 
ubergang von einer CH3- zu einer CzH5- oder gar 
(CH3)3C-Gruppe aus . 
uber die ,,Weiterlei;ung" von lsotopeneffekten uber 
Mehrfachbindungen und Benzolkerne haben sich Shiner 
und Kriz geauBert [531. Die beim Ersatz von H durch D 
oder T beobachteten Effekte konnen noch auf andere 
Weise erklart werden : Bartell 1411 nimmt an, daR sowohl 
die tc- wie P-Deuterium-Isotopeneffekte durch die gro- 
Beren Schwingungsamplituden von C-H- im Vergleich 
zu C-D- oder C-T-Bindungen zustandekommen. Da- 
durch sind die AbstoBungskrafte zwischen H-Atomen 
groBer als die von H-Atonien zu Deuterium oder Tri- 
tium bzw. von diesen untereinander. Weiterhin treten 
an einem sp3-C-Atom starkere Abstonungen nichtbin- 
dender Atome auf als bei C-Atomen im sp2-Zustand. 
Folglich ist der Energiegewinn beim Ubergang von sp3 
nach spz durch Abnahme der AbstoRungskrafte bei 

hin t40bl. 

[39] G. vnn Dyke Tiers. J. chem. Physics 29, 963 (1958). 
[40] G. vt7n Dvke Tiers, J. Amer. chcm. SOC. 79, 5585 (1957). 
[40al G. E.  Maciel u. D .  D .  Traficnrite, J .  Amcr. chem. SOC. 87, 
2508 (1965). 
[40bl A. Streitwieser,ir., L .  Verbit LI. S.  Anrireades, J. org. Chem- 
istry 30, 2078 (1965). 
t4Ocl N .  V .  Co!:an u. H. F. Hameka, J. Amer. chem. SOC. 88, 21 36 
(1966). 
[40dl M .  Karplus, R .  G. Lawleru. G. K. Fraenkel, J. Amer. chem. 
SOC. 87, 5260 (1965). 
[411 1,. S.  Barfell, J.  Amer. chem. SOC. 83, 3567 (1961). 

Hydrogeniumverbindungen groBer als bei Deuterium- 
verbindungen. Daraus laBt  sich ableiten, daB beim 
ubergang vom sp3- zum spz-Zustand H-Verbindungen 
rascher als D- oder T-Verbindungen reagieren; dies ist 
eine gut bestatigte Regel [36,42-461. Entsprechendes gilt 
umgekehrt fiir den ubergang vom sp2- in den sp3-Zu- 
stand [8,46,471. Dies wurde auch fiir eine Radikalreak- 
tion bestatigt : Bei der Styrolpolymerisation reagieren 
[tc-D]-, [P,P-D2]-, [cc-TI- und trans-T-Styrol rascher als 
nichtmarkiertes Styrol[47al. 
Die geringere Raumerfullung von CD3-Gruppen gegen- 
uber CH3-Gruppen hat H. C. Brown 1334 kurzlich sehr 
deutlich nachgewiesen. Danach bedingt die Quater- 
nierung von 2-Trideuteriomethyl-pyridin rnit Methyl- 
jodid einen inversen sekundaren Isotopeneffekt von 
0,97, rnit khyljodid von 0,96 und rnit Isopropyljodid 
von 0,935. Fur 2,6-Bis(trideuteriomethyl)-pyridin wurde 
0,92 gemessen. Da 3-Trideuteriomethyl-pyridin und 4- 
Trideuteriomethyl-pyridin nur sehr kleine, nicht signi- 
fikante Isotopeneffekte zeigen, lehnt H.  C. Brown jede 
Erklarung sekundarer lsotopeneffekte durch andere als 
sterische Einflusse ab. 
Zu demselben SchluO fiihrt auch der Befund, daB nur das 
2,6-Bis(trideuteriomethyl)-pyridin eine groBere Reaktions- 
warme (0,23 kcal/mol) rnit BF3 zeigt, dagegen nicht die 3- 
und 4-Methylverbindungen. 

Von Streitwieser 1481 wurde erstmalig der EinfluB von tc- 
standigem D auf s N 1  -Solvolysereaktionen (ubergangs- 
zustand mit sp2-Charakter) gezeigt und durch hoheren 
Energiegewinn der H-Verbindung beim Ubergang vom 
sp3- in den sp2-Zustand im aktivierten Komplex ge- 
deutet. Sfreitwieser 1481 gibt ein Naherungsverfahren an, 
das erlaubt, kH/kD aus den meist bekannten Schwin- 
gungsfrequenzen des nicht markierten Ausgangs- 
materials und des Endprodukts zu bestimmen. Bei 
nichtcyclischen Verbindungen wird haufig kH/kD = 

1,12 bis 1,15 gefunden, bei cyclischen Verbindungen 
etwas hoher [8,331. 

Bei S~2-Reaktionen beobachtet man sehr kleine oder 
sogar inverse Isotopeneffekte. So fanden wir 1491 z. B. 
fur die Quaternierung von Pyridin rnit [TI-Methyljodid 
kH/kr = 0,96 (siehe auch[*l). lntensiv wurde von 
Shiner [SO] sowie Llewellyn und Robertson 1511 die Solvo- 
lyse von Halogeniden und Tosylaten bearbeitet ; hier 
werden durchweg inverse Isotopeneffekte beobachtet 
(vgl. hierzu auch Berechnungsversuche von Willi [131). 

[42] H .  Simon 11. G.  Heubach, Z .  Natnrforsch. 18b, 160 (1963). 
1431 H .  Simon u. G.  Mullhofer, Chem. Ber. 96, 3167 (1963). 
[44] H. Simon u.  G .  Millhofer, Pure appl. Chem. 8, 379 (1964); 
Vortrag beim Symposium on Isotope Mass Effects in Chemistry 
and Biology. Wien 9. bis 13.  Dezember 1963. 
[45] H.  Simon u. G. Mullhofer, Chem. Ber. 97, 2202 (1964). 
[46] A.  A. Zavitsas u. S. Seltzer, J. Amer. chem. SOC. 86, 3836 
(1964). 
[47] S. Seltzer, J. Amer. chem. SOC. 83, 1861 (1961). 
[47a] W. A .  Pryor, R .  W. Henderson, R .  A. Patsiga u. N. Car- 
roll, J. Amer. chem. SOC. 88, 1199 (1966). 
[48] A.  Streitwieser j r . ,  R .  H.  Jugow, R.  C. Fahey u. S. Suzuki, 
J. Amer. chem. SOC. 80, 2326 (1958). 
1491 H .  Simon u. D. Palm, Chem. Ber. 92, 2701 (1959). 
[50] V.  J.  Shinerjr., H.  R .  Mahler, R .  H. Bakerjr. u. R.  R .  Hiatt, 
Ann. New York Acad. Sci. 84, 583 (1960). 
[ j l ]  K.  T.  Leffek, J .  A .  Llewellyn u. R .  E. Robertson, Canad. J. 
Chem. 38, 1505 (1960). 
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Uber die Moglichkeit, durch sekundare a-Deuterium- 
Isotopeneffekte nahere Einblicke in den Verlauf von 
Solvolysereaktionen zu erhalten, haben Lee und Wong[52l 
berichtet. Die Solvolyse von [1 ,l-D2]-2-Qclopentyl- 
athyl-, [1,1 -D2]-2-(A2-Cyclopentenyl)athyl- und [1,1- 
D2] -2 - (As-Cyclopentenylfathyl-p-nitrobenzolsulfona- 
ten zeigt nur fur die dritte Verbindung mit kH/kD = 

1,07 pro D einen wesentlichen Isotopeneffekt. Daraus 
wird auf teilweisen SNZ-Charakter im Ubergangszu- 
stand geschlossen bzw. in Ubereinstimmung mit Streit- 
wieser [34bl auf Nachbargruppeneffekte. 
Bei der Bildung von Methylradikalen aus 1 -Trideuterio- 
methyl-2-phenylathyl-hypochlorit zeigt sich ein a- 
Deuterium-Isotopeneffekt von 1,15 pro D, was mit den 
Ergebnissen an TNI-Reaktionen und unimolekularen 
thermischen Spaltungen gut iibereinstimmt [461. 

ID. Isotopeneffekte bei E2-Reaktionen 
nach Art des Hofmann-Abbaus 

Die Untersuchung des Isotopeneffekts bei E2-Elimi- 
nierungen ist insofern reizvoll, aIs sich zwei Bindungen 
im Ubergangszustand ,,gleichzeitig" losen. Man kann 
daher fragen, wie z. B. beim Hofmann-Abbau quartarer 

Kationen des Typs (CH3)3N e-CH2-CH2-R dieses 
,,gleichzeitige" Losen von R abhangt, d. h. man kann 
versuchen, rnit Hilfe von Isotopeneffekten festzustellen, 
ob je nach dem Charakter von R die Losung der C-N- 
Bindung oder die der C@-H-Bindung rascher von- 
statten geht. Wir bestimmten daher die 14C- und T- 
Isotopeneffekte beim Hofmann-Ab bau der in Tabelle 1 
aufgefuhrten quartaren Ammoniumkationen [42-441. 

U B  

Tabelle I .  ubersicht uber von  uns [43-451 bestimnite primare 14C- und T-lsotopeneffekte (IEexp) sowie 
Vergleich rnit einigen D-Isotopeneffekten nach verschiedenen Autoren (umgerechnet auf T) beim Hofmann- 
Abbau quartarer Ammoniurnkationen (CH3)3NQR. 

fur  40 "C 
umgerechnet [a] umgerechnet [a] 

f u r  60 'C R 

CHZ-CH~T 
CHz-CHzT 
CHz-CHT-CH3 
CHZ-CHT-C~HS 
CHZ-CHT--C~H~-NO~-~ 

CHZ-CD~ 
CHz-CDz-CsH5 

[a] Fur experimentelle Einzelheiten, Umrechnung der bei verschiedenen Teinperaturen bestimmten Werte auf  
40 bzw. 60 "C, Fehlerdiskussion etc., siehe [43-451. [bl Sebr unterschiedliche Bedingungen. 

Der Befund eines kaum vom Losungsmittel abhangigen 
sekundaren Isotopeneffekts bei der Hydrolyse von 
[1,1 ,l-D3]-4-Chlor-4-methyl-2-pentin von kH/kD = 
1,09 [531 spricht stark fur die verringerte Hyperkonjug; 
tion einer CD3-Gruppe im Vergleich zu einer CH3- 
Gruppe, da sterische Effekte hier nicht in Betracht kom- 
men [531. 

Neben den vielfakig untersuchten sN1- und Sd-Reak- 
tionen 1541 wurde rnit Hilfe sekundarer lsotopeneffekte 
versucht, Einblicke in die Diels-Alder-Reaktion [551 zu 
erhalten. Die Ergebnisse sprechen fur eine Vierzentren- 
reaktion rnit einem ubergangszustand, der weitgehend 
auf seiten der Reaktanden liegt. 
Sterische Isotopeneffekte durch D-Substitution wurden 
auch bei der Racemisierung von 9,10-Dihydro-4,5-dime- 
thylphenanthren beobachtet [561. Die an den Methyl- 
bzw. Methylengruppen deuterierten Praparate racemi- 
sieren rascher. Der Effekt ist additiv. Ein deutlicher Iso- 
topeneffekt wurde auch bei der Racemisierung von 2,2'- 
Dibrombiphenyl-4,4'-dicarbonsaure beobachtet [571. 

[52] C. C. Lee u. E. W. C. Wong, Tetrahedron 21, 539 (1965). 
[53] V. J. Shinerjr. u. G. S. Krizjr.3 J. Amer. chem. SOC. 86, 2643 
(1964). 
[54] Vgl. z.B. A. Streifwieser j r . :  Solvalytic Displacement Reac- 
tions. McGraw-Hill Book Co., New York 1962. 
[55] I). E. Van Sickle u. J. 0. Rodin, J. Amer. chem. SOC. 86, 3091 
(1964). 
[56] K. Mislow, R .  Graeve, A .  J .  Gordon u. G. H. Wahl jr . ,  J. 
Amer. chem. SOC. 86, 1733 (1964). 
[57] L. Melander u. R. E. Curter, J. Amer. chem. SOC. 86, 295 
(1964). 

Es waren zwar bereits Isotopeneffekte fur die Losung 
von CP-H-Bindungen bekannt [58-601, fiir die Losung der 
C-Y-Bindung (Y = N, S) jedoch lediglich k32s/k34s = 

1,001 5zur Eliminierung vonDimethylsulfid aus P-Phenyl- 
Bthyl-dimethylsulfonium-bromid [611; spater 1,006 [61al. 

Arey [621 fand fiir (CH&N@-CH2-CH3 bei 60 "C einen 
15N-lsotopeneffekt k14~/k15~ = 1,017 und fiii- 
(CH3)3Ne-CH2-CH2-C6H5 1,009. Dieses Ergebnis 
zeigt, dal3 der elektronenziehende Phenylrest den Iso- 
topeneffekt der C-N-Bindungslosung verkleinert. Die 
etwa gleichzeitig von uns gefundenen 1%-lsotopen- 
effekte (Tab. 1) waren hiermit in guter Ubereinstim- 
mung und zeigten noch deutlicher, da13 Elektronen- 
donatoren wie Methylgruppen den lsotopeneffekt ver- 
grol3ern (vgl. R = C3H7 rnit R = C2H5), elektronen- 
ziehende Gruppen wie P-NOZ-C~H~ aber sehr ver- 
kleinern. 

[58] Uber Eliminierungsreaktionen siehe D. V.  Banthorpe in 
E. D. Hughes: Reaction Mechanisms in Organic Chemistry, Bd. 2. 
Elimination Reactions. Elsevier Publishing Comp., Amsterdam- 
New York 1963. 

1591 W. H. Saundersjr. u. D. H .  Edison, J. Amer. chem. SOC. 82, 
138 (1960). 

1601 V. J.  Shinerjr. u. M. L.  Smith, J. Amer. chem. S O C .  80, 4095 
(1958). 

1611 W. H .  Saunders j r .  u. S. Asperger, J.  Amer. chem. SOC. 79, 
1612 (1957). 
[61 a] W. H. Saunders j r . ,  A. F. Cockerill, S .  ASperger, L. Klosinc 
u. D. StefanoviC, J. Amer. chem. SOC. 88, 848 (7966). 
1621 G. Ayrey, A.  N. Bourns u. V. A. Vyas, Canad. J. Chem. 41, 
1759 (1963). 
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Die Bestimmung des Isotopeneffekts von (CH3)3N @C(CH3)3 
war van Interesse, da die tert.-Butylgruppe bei SN1-Reak- 
tionen besonders kleine Isotopeneffekte zeigt, wie man an- 
nimmt wegen der Bindungsfestigung zwischen dem tertiaren 
Kohlenstoff und den Methylgruppen im Carboniumion [631. 
Wie man sieht, zeigt die tertiare Butylgruppe beim Hofmann- 
Abbau keine Besonderheit. 
Fur (CH3)2Sa-C(CH3)3 betrug k32s/k34~ = 1,007 [641. Der 
15N-Tsotopeneffekt beim Ahhau von 
(CH3)3N0-CH2-CH2-C6H4-X-p, mit X = H, CH3O und 
CI, Pnderte sich nicht merklich rnit X1651. 

Wahrend die fur die Losung der C-N-Bindung gefun- 
denen lsotopeneffekte in Einklang zu bringen und sinn- 
voll waren, war dies fur die Losung der CP-H-Bindung, 
wenn mail alle bekannten Werte in Betracht zog, nicht 
der Fall. In Tabelle 1 sind die von uns bestinimten Tri- 
tium-Isotopeneffekte und die aus der Literatur bekann- 
ten Isotopeneffekte zusammengestellt. Zum Vergleich 
sind alle Werte auf 60 "C und die Deuterium-Werte auf 
Tritium-Werte umgerechnet worden l451. Danach nimmt 
der Tritium-Isotopeneffekt mit den Substituenten in p- 
Stellung in der Reihe CH3 I H < C6H5 < C6H4-NOz-p 
zu [*I [**I* 

Wie man sieht, steht beim Hofmann-Abbau einem gro- 
Den Wasserstoff-Isotopeneffekt ein kleiner Kohlenstoff- 
Isotopeneffekt gegenuber, und urngekehrt. Welche Aus- 
sagen lassen sich daraus fur den Ubergangszustand 
machen? Fur elektronenziehende Gruppen wie Phenyl 
und p-Nitrophenyl sind die Wasserstoff-Isotopen- 
effekte groD; hier sollte im Ubergangszustand die Lo- 
sung des Protons etwa zur Halfte fortgeschritten sein 
(,,Halblosung", vgl. Abschn. 11.1). Es erhebt sich dann 
die Frage, ob die Protonenablosung im Fall von Alkyl- 
gruypen weiter oder weniger als bis zur ,,Halblosung" 
gediehen ist, da in diesem Fall kleinere  Isotopen- 
effekte auftreten. 

Hierzu kann inan wie folgt argumentieren: Es ist anzu- 
nehmen, daD ein Rest R, der die Abspaltung eines Pro- 
tons erleichtert (relative Verschiebung der E2-Elimi- 
nierung zu einem Ubergangszustand rnit Carbanion- 
Charakter), das Ablosen einer unter Mitnahme des 
Elektronenpaares austretenden Gruppe erschwert, und 
umgekehrt. Weiterhin kann man annehmen, da13 eine 
negative Ladung am CB-Atom durch eine Alkylgruppe 
nicht stabilisiert werden kann und unter dem EinfluD der 
positiven Ladung am Stickstoff die irreversible Elek- 
tronenverschiebung zu den Produkten dadurch schon 

[63] M. L. Bender u. G. J. Buisf, J. Amer. chem. Soc. 80, 4304 
(1958). 
[64] W. H. Saundersjr. u. S.  E. Zim?nerrrinrt, J. Amer. chem. SOC. 
86, 3789 (1964). 
[65] A. N. Bourns u. P. J. Smith, Proc. chem. Soc. (London) 1964, 
366. 
[*]  E. M. Hodneti u. J .  J. Sparapany, Pure appl. Chem. 8, 385 
(1964), haben einen wesentlich kleineren Wert puhliziert; dieser 
wurde jedoch nicht direkt bestimmt wie bei den fruheren Mes- 
sungen von Hodneit [66] und uns [451, sondern indirekt aus dem 
kinetischen und dern sekundaren Isotopeneffekt. Dieses Vor- 
gehen erscheint uns jedoch wegen der Polymerisation von p- 
Nitrostyrol besonders ungunstig. 
[**I Stark faillt allerdings der Wert fur (CH&N@-CH2-CD, [60] 
heraus; da diese Untersuchungen primar nicht zur Bestimmung 
des Isotopeneffekts durchgerdhrt wnrden, ist ein relativ grol3er 
Fehlor moglich. ~ V, J. Shiner u. M. L .  Smith, personliche Mit- 
teilung. 
[66] E. M .  Hodneit u. J .  J .  FIynn j r . ,  J. Amer. chem. SOC. 79, 2300 
(1957). 

bei geringfugiger Losung der CP-H-Bindung erfolgt 
(geringe Bindungslosung im Ubergangszustand). Im 
Fall der Arylreste kann die entstehende negative La- 
dung besser stabilisiert werden, wodurch das Proton sich 
weiter entfernen kann, bevor es zum irreversiblen Elek- 
tronenu bergang kommt. 
Diese Annahmen werden durch die sekundaren Tso- 
topeneffelcte gestutzt. Ware der Ubergangszustand des 
Hofmann-Abbaus der Struktur der Endprodukte ahn- 
lich, so sollten sich relativ grofle sekundare Tsotopen- 
effekte ergeben. Dies ist jedoch, wie wir bei den quar- 
taren Ammonium-Kationen rnit R == CHz-CHT-CH3, 
CHz-CHz-CHzT und CHT-CzHs bestimmt haben, 
nicht der Fall; wir fanden 1,33, 1,10 bzw. 1,10[431. 

Diese aus den Isotopeneffekten gezogenen Schlusse ste- 
hen im Gegensatz zu der von Bunnett [671 sowie Ingold, 
Hughes et al. geauDerten Annahme, dal3 beim Hof- 
mann-Ab bau quartarer Ammoniumkationen die CB-H- 
Bindungslosung im Ubergangszustand schon relativ 
weit fortgeschritteii sei. Auch Ayvey et al. [621 kamen zu 
dieser Annahme. Sie verglichen den lsotopeneffekt der 
Phenylverbindung (R = CH:!-CH2-C6H5) rnit dem von 
Shiner und Smith[601 fur die Athylverbindung (R = 

CH2-CD3) bestimmten. Da dieser letzte Isotopen- 
effekt vie1 groBer als der fur die Phenylverbindung ist, 
nahmen sje an, daf3 im Falle der khylverbindung etwa 
,,Halblosung" der Cp-H-Bindung vorliegt und bei der 
Phenylverbindung schon eine weitergehende Losung. 
Da jedoch nach unseren zahlreichen, sehr sorgfaltigen 
Messungen, die Athyl- und Propylverbindung (R = 

CHz-CHzT, CHz-CHT-CH3) einen wesentkh klei- 
neren lsotopeneffekt aufweisen als die Phenyl- und p- 
Nitrophenyl-Verbindung (R = C H Z - C H ~ - C ~ H ~  bzw. 
CH2-CHT-C6&-NOz-p), stimmen die Schluflfolge- 

rungen dieser Autoren nur insoweit rnit den unseren 
iiberein, dal3 die Losung der CP-H-Bindung bei den 
Verbindungen rnit elek tronenziehenden Gruppen weiter 
fortgeschritten ist als bei Verbindungen rnit Alkyl- 
gruppen. 
Das Beispiel des Hofmann-Abbaus zeigt unseres Er- 
achtens sehr deutlich, worauf es bei der Bestimmung 
von Isotopeneffekten anltommt und welche Schliisse 
man ziehen kann. Insbesondere bei Wasserstoff-lso- 
topeneffekten fuhrt nur ein grof3er Wert zu einer ein- 
deutigen Aussage (vgl. jedoch [23al). Am zweckmaDig- 
sten ist es, an allen Stellen eines Molekuls, an denen 
Bindungen gelost oder geknupft werden, isotope Nu- 
klide einzubauen und festzustellen, ob lsotopeneffekte 
auftreten oder nicht. AuDerdem ist es meist nutzlich, 
eine Reaktion niit verschiedenen Substituenten an den 
reagierenden Zentren zit studieren. 
Solche systematischen Untersuchungen wurden von Fry[@] 
fur die Dieckmann-Kondensation, die Wolf-Umlagerung, die 
Hydrolyse von Benzylchlorid und parasubstituierten Benzyl- 
chloriden sowie die Substitution von 3-Chlor-1-buten durch 
Diathylamin durchgefuhrt. Im letztgeiiannten Beispiel wur- 
den die 14C-Isotopeneffekte fur das [l-14C]-, [2-14C]- und 

[67] J. F. Bunnett, Angew. Chem 74, 731 (1962), Angew. Chem. 
internat. Edit. 1, 225 (1962). 
1681 D.  V. Baiztlzorpe, E. D .  Huglies LI. C. K. Ingold, J. chem. SOC. 
(London) 1960, 4054. 
[69] A. Fry, Pure appl. Chcm. 8, 409 (1964). 
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[3-14C]-3-Chlor-l-buten zu 1,057+ 0,007, 1,074 0,003 und 
1,079 f 0,003 bestimmt. Der Chlor-Isotopeneffekt k3rC1/ 
k37CI wurde zu 1,01121 0,0006 gemessen Dies 1st ein be- 
sonders hubsches Beispiel, da es zeigt, daR bei der Reaktion 

CI4 3 

(C2Hs)zNH + CHp-CH-CH CI 4 

(CzH5)zN 'CM? 01-CM C H I  CI 

Im Ubergangszustand alle Bindungen des 3-Chlor-1-buten 
beeinfluRt sind. 

- 0,113 !>is 0.338 

~ 2,4 
0.62 b-i 6 C 
O,?? be1 35,4 ' C  

0,75 
0 2  

2,4 
1.01 

0,41 

bis 0,73 

his 1,63 

bis-l,15. 

bis 0,49 

bis 2,62 

IV. ,,Analytische" IsotopeneRekte 

[;;.a, 

77!?] 
[77c] 
[77d] 

177~1 
[7711 

~ 7 ~ 1  
L77gl 

L731 

177fl 

W h I  

[77il 

~721 

t77jl 

Werden wasserstoff-markierte Ver bindungen einfachcn 
Trennoperationen, z. B. der Umkristallisation oder Dc- 
stillation, unterworfen, Methoden also, die im Vergleich 
zu multiplen Verteilungen wenig wirksam sind, so kon- 
nen trdzdem recht hohe Isotopeneffekte auftreten, nam- 
lich dann, wenn mit solch einer Trennung eine chemische 
Reaktion verbunden ist. Wir haben hierfur zwei Bei- 
spiele gefunden. 
Bei der Umkristallisation von [l -TI-Mannose-phenyl- 
hydrazon aus 60-proz. wal3rigem Methanol stellten wir 
fest, da13 die markierten Molekule langsamer auskristal- 
bierten [70,711: kH/kT = 1,12. Wegen der Bedeutung der 
Umkristallisation bei der Reinigung markierter Ver- 
bindungen (,,Umkristallisation bis zu konstanter Radio- 
aktivitat" ist ein Lehrsatz!) wurde diese Beobachtung 
voni National Bureau of Standards, Washington, ge- 
priift, welches unsere Befunde bestatigte 1711. Der Grund 
fur diesen hohen Isotopeneffekt ist sehr wahrscheinlich, 
da13 fiir die Kristallisation die Mutarotation einer oder 
mehrerer Formen des Mannose-phenylhydrazons ge- 
schwindigkeitsbestimmend ist. 
Das zweite Beispiel betrifft die Destillation wainriger Lo- 
sungen von [TI-Formaldehyd [421. Die hierbei ablaufende 
cheniische Reaktion ist sehr wahrscheinlich die Hydra- 
tisierung und Dehydratisierung des Formaldehyds. Wie 
bei der Besprechung sekundarer Isotopieeffekte erwahnt 
wurde, reagieren D- und T-markierte Molekeln beim 
Ubergang sp3 -+ sp2 langsamer als die nicht markierten 
Molekeln und entsprechend rascher beim 'Ubergang 
s p 2  +sp3. Im Fall des T-niarkierten Formaldehyds ist 
also fur die Gleichgewichte 

Dadurch ist beim T-markierten Formaldehyd das 
Gleichgewicht gegeniiber nicht markiertem auf die 
Seite der hydratisierten Form verschoben, wodurch 
[TI-Formaldehyd weniger fluchtig ist. Daneben konnen 
noch Gleichgewichte mit dem Dimeren, dew Methylen- 

[70] F. Weygand, H .  Simon u. K. D. Keil, Chem. Ber. 92, 1635 
(1959). 
[71] F. Weygand, H. Simon, K.  D. Keil, H .  S. Is6ell u. L. T. Snie- 
goslci, Analytic. Chem. 34, 1753 (1962). 

glykol, oder oligomeren Oxymethylenhydraten eine 
Rolle spiclen. 
Uber erstaunliche Isotopeneffekte bei der Papier- und 
%iulenchromatographie T-markierter Aldosterone be- 
richtet Klein 1721. Hierbei wurde die hde ru r .g  des Ver- 
haltnisses T/14C bei doppelt intermolekular markierten 
Praparaten verfolgt. So andert sich z. B. bei der 
Papierchromatographie von Aldosteron-diacetat T / 1 4 C  

fur 4 Segrnente des Substanzflecks, die quer zur Lauf- 
richtung ausgeschnitten wurden, von 11,2, 8 ,5 ,  6,3 bis 
zu 5,6. Entsprechende Fraktionierungen wurden fur 
Chromatographiesaden festgestellt. Dabei wurde ge- 
zeigt, da13 die Fraktionierung nicht infolge der 14C- 

Mzrkierung, soridern allein infolge der Tritium-Mar- 
kierung erfolgt [ * I .  

So is( es nicht verwunderlich, daR kleine Molekiile mit 
verschiedenen Wasserstoffisotopen-Gehalten, z. R. Me- 
thane 1741 und Athane [751, ganz oder weitgehend rnit 
ublichen chromatographischen Methoden getrennt 
werdep. kbnnen. Die Effekte hangen dabei nicht nur von 
der Zahl der Wasserstoffisotope, sondern auch von 
deren Stellung ab. So trennten Lee und Rowland[761  

Tabelle 2. Isotopenci?e!<ts bci chrornntographischen Trennungn [a]. 

Verfahrcn 

Ionenaustauscher 

Papierchromato- 
graphie 

Saulenchromato- 
graphie 

Gaschromato- 
graphie 

Verbind ung 

["CI-Aniinosauren 

[TI-ZAminopurin 
[14C]-Ameisensiure 

[6,7-Tz]-Oestradiol 
1,2-T-Aldosteron- 
diacetat 

T-Ameisensiure 
Methyl-T-methoxy- 
essigsaure 
T-Linoleinsaure 
T-Cholesterinacetat 
1 ,2-T-Aldosteron- 
diacetat 
1 .ZT-Aldosteron 

T-Steroide 
D-Trimethylsilylierte 
Kohlenhydrate 

[a] Wir danken Herrn Dr. P. D .  Klein sehr herzlich, daR er uns ein Ma- 
nuskript vor der Publikation zugiinglich machte. 

[b] Unter Retentionsvolumenprozenten versteht man den prozentualen 
Unterschied zwischen den Retentionsvolumen, bei denen 50 "/, der nicht- 
markierten und 50 % der markierten Substanz eluiert sind. 
Negative Werte bedeuten rascheren Lauf der markierten Verbindunp. 

[72] P. D. Klein, D. W. Simborg u. P. A. Szczeponik, Pure appl. 
Chem. 8, 357 (1964); J.H. Laragh, J.  E. Senley u. P .  D. Klein, 
im Druck. 
[*I P. D. KIein et al.[72] verwenden die Probit-Analyse [77k] um 
festzustellen, ob die h d e r u n g  der spezifischen Aktivitaten bei 
Reiiiigungsoperationen durch Isotopcneffekte bedingt ist, oder 
durch Abtrennung von Verunreinigungen. 
[73] D. S. Sgoutos u. F. A. Kummerow, J. Chromatography 16, 
448 (1964). 
[74] P. L. Ganl u. K .  Yung, J. Amer. chem. SOC. 86, 5063 (1964). 
[75] W. A .  vnn Hook u. M .  E. Kelly, Analytic. Chem. 37, 508 
(1965). 
1761 E. K .  C. Lee u. F. S. Rowlond, Analytic. Chem. 36, 2181 
(1964). 
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stellungsisomere T-markierte Olefine wie Propylen 
( CHzT-CH= CH2 von CH3-CT=CH2 und 
CH3-CH-CHT ), cis-Buten ( CH2T -CH==CH 4 3 3 3  

von CkI-CT-CH-CH? ) und I-Buten 

oder CH3-CIi2-CT-CH2). AuSerst ger inge T-Kon- 
zentratioren in Wasserstoffgas lassen sich ail einer AIL;- 
miiliumoxid-Eisenoxidsaiule bei -1 83 “(3 anreichern r771. 

Beispiele fur bei saulen- oder gaschromatographischen 
Trennungen auftretende lsotopeneffekte sind in Tabelle 
2 angegeben. 

(CH3 --CHT-CH- CH2 VOP, CH3-CW2CH- CHT ~ 1 3 d /  

V. IsotopeneKekte in der Biochemie 

In biologjschen Systemen lassen sich rieben den bereits 
definierten Gleichgewichts-, kinetischen und Losungs- 
mittel-Isotopeneffekten weitere Isotopeneiiifliisse beob- 
achken, z. B. keriinderte Permeabilitait, morphologische 
und genetische Anderungen, veranderte Wachstums- 
raten und selbst Lebensunfahigkeit der Zelle 17x1. Auch 
hier bedingen Wasserstoffisotope die sthksten Effekte. 
Die Gesamteinflusse lassen sicb aber bei Kenntnis der 
Teilprozesse auf primare und sekundare Isotopen- 
cffekte markierter Substrate in Enzymreaktionen und 
den EinfluB von I 3 2 0  auf Substrate und Enzyme zu- 
ruckfuhren 179-821. 

Im allgemeinen Fall liegt die isotopenniarkierte Verbindung 
zusammen mit  der nicht markierten vor und wird k o m p e t i -  
t i v  enzymkinetisch gemessen. Der  Anteil der  markierten 
Verbindung wird durch Atomgewichtsprozente oder die  spe- 
zifische Radioaktivitat gekennzeichnet. Bei 100-proz. Sub- 

[77] J. L. Borowitz u. J .  R. Gar, Int. J. appl.  Radial. Isotopes 1.5, 
401 (1964). 
[77a] K. A.Piez  u. H. Engle,Scieiice(l?i:ishiiigton) 122,968(1955). 
[77b] K .  A. Piezu .  H. Eagle, J. Amer. chem. SOC. 78, 5284 (1956). 
[77c] H .  Goftschling u. E. Frrese, Nature (London) 196, 829 
(1962). 
[77d] C. N .  Davidson, C. K. Mnnn u. R. K. Sheline, J. physic. 
Chcni. 67, 1519 (1963). 
[77e] E. V. Jensen u. H. I .  Jncobsen, Recent Progr. Hormone Res. 
18, 387 (1962). 
[77f] J.  H. Laraglz, J. E. Sealy u. P. D.  Klein, Proc. Symposium 
radiochem. Methods Analysis 2, 353 (1965). 
[77g] W. G. Brown, L. Kuplan, A. R. Vun Dyke;? u. K. E. Wilz- 
hach, Proc. internat. Conf. pcacdiil Uscs Atoniic Energy 1.5, 
16 (1956). 
[77h] V .  Cejku u. E. M.  Venne:izair, Clin. chirn. Aced 11, 188 
(1965). 
[77i] V. Cejka, E. M .  Ventreman u. P .  D. Klein, personliche Mil- 
teilung. 
[77j] R. Bent/ey, N .  S .  Sahn u. C. C.  Sweeley, Analytic. Chem. 
37, 11 18 (1 965). 
[77k] J .  D. Finney : Probit Analysis. Cambridge University Press, 
London 1952. 
[78] J. F. Thornson in: Modern Trends in Physiological Sciences, 
Vol. 19. Biological ERects of Deuterium. Pergamon Press, Qx- 
ford 1963. 
[79] H. Simoir, H.-D. Dower 11. A .  Trebsi, Z. Natiirforsch. I 9 h ,  
734 (1964). 
[SO] J.  J .  Kutz, H. L. Crespi u. A .  J. Finkel, Pure appl. Chem. 8, 
471 (1964). 
[sod] J .  Katz, R. R ~ g t ~ ~ : t i d  u. R .  C. Kemp, J. biol. Chemistry 
240, PC 1484 (1965). 
[Sl] Y. Moses u. M .  Calvin, Biochim. biophysica Acta 33, 297 

1821 H. D.  Hobermaii, L .  Proskg. P.  G‘. Henipstead u. H .  W.  
ArJin, Biochem. biophysic. Res. Commun. 17, 490 (1964). 

(1959). 

stitution durch das Isotop, was bei Deuterium erreicht wer- 
den kann,  kann jedes Substrat fur sich kinetisch gemessen 
werden. Wir  bezeichnen diesen Fall als n i c h t  k o n i p e t i t i v  
und behandeln ihn  wegen der  einfachen Ableitung von Tso- 
topeneffekten znerst. 

1. IsotopenefTekt und Enzymmechanismus 

a) Bei n ich t  kompe t i t i ve r  Versuchsffihrung 

Isotopeneffekte enzyrnatischer Reaktionen lassen sich 
fur Einsubstrat-Reaktionen durch die Isotopeneffekte 
der Maximalgeschwindigkeit V und der Michaelis- 
Konstante K, ausdrlicken. Ftir die Reaktion eines 
Enzyms E mit einem Suostrat S oder eiiiem isotopen- 
substituierten Substrat S’ gelten dabei im einfachsten 
Fall [831: 

k t 2  
F I S ,;?b’ ES ~~~ -> t t P 

k- 1 

A L ~ S  deiii Ansatz (1) ergwen sich die Reziehungen fur die 
Initirlgeschwindigkeit v1 : 

Bei Substratsattigung gilt: 

wobei 
L ~- k ,  2 LEO] 

[E{,] := [El ~ [riS]. 

( 3 )  

K, ist definitionsgeman gleich der  Substratkonzentration 
bei der  v, :- V/2 isl. AuBerdeni folgt aus Gl. (1): 

Falls sich das Gleichgewicht zwischen Enzym, Substrat und 
Komplex (ES) eingcstellt hat (k+2 < k-I), ist K, praktisch 
gleich der Dissoziationskonstante K, des Koniplexes ES : 

Nach Gleichung (2) werden die Konstanteri V, V‘, K,l, 
uvd K,’ crmittcit und daraus die Isotopeneffekte VjV‘ 
und K,/Km’ be1 echnet. 
In eiiier Einsubstrat-Reaktion gibt ein Isotopeneffekt 
von V an, d2B im geschwindigkeitsbestinimenden 
Schritt eine isotopen-substituierte Bindung gelost oder 
gebildet wird. Ein Isotopeneffekt von K, kanii bei Er- 
fullung der Bedingong ( 5 )  als Ma8 fur die relative Af- 
finitiit der zu vergleichenden Substrate dienen. Fur K,/ 
K’, :, 1 ist das isotapensubstituierte Substrat fester ge- 
bunden als das nicht markierte. 
Als Isotopeneffekt der Initialgeschwindigkeit v,, der un- 
mittelbar zuganglichen MeDgroDe, ergibt sich aus GI. 

[83] L. Lunzper in I~o~pe-Se.vle~-Tllierfbli/el-: Handbuch dor 
physiologisch- und pathologisch-chemischen Analyse, VI  A, En- 
zyme, Teil A. Springer-Verlag, Berlin 1964, S. 17. 
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Fur gleiche Substratkonzentrationen ([S] = [S’]) folgt 
daraus bei Substratsattigung Gleichung (7) und bei 
kleinen Substratkonzentrationen Gleichung (8) 

vi - V K;, 
v’i V’ K, 

(7) 

Nach G1. (6) ergibt sich ferner, daB bei ein und dersel- 
ben Enzymreaktion der Isotopeneffekt von v3 eine Funk- 
tion der Substratkonzentration ist und $1 sein kann. 
Fur Zweisubstrat-Reaktionen (dazu gehoren die fur 
D- und T-Isotopeneffekte besonders interessanten 
NAD-abhangigen Dehydrogenasen (siehe Tab. 3) 
fiihrt die Mehrzahl der moglichen Mechanismen zum 
gleichen Geschwindigkeitsgesetz, das durch die Dalziel- 
Gleichung (9) wiedergegeben wird ~ 4 1 ;  diese ersetzt 
Gleichung (2). 

(9) 

[S,] und [Sb] sind die Konzentrationen der Substrate oder 
Coenzyme. Die ‘3 sind Produkte aus den Geschwindigkeits- 
konstanten der Einzelschritte, ihr Zusammenhang mit dem 
Mechanismus findet sich bei Dalziel[84J, ihre Ermittlung auch 
beits31. Zwischen den @ einer Gesamtreaktion (Hin- und 
Ruckreaktion) lassen sich mit der Haldane-Beziehung [851, 
den Dalziel-Beziehungen [841 und Gleichungen fur die Pro- 
dukt-Inhibierung 186.873 den Mechanismus kennzeichnende 
GroiRen ableiten. Durch die fur die GroBe 0 ermittelten Iso- 
topeneffekte kann in ahnlicher und erganzender Weise auf 
den Eiizymmechanismus geschlossen werden. 

Als Beispiel fur die Aussagemoglichkeiten aus Isotopen- 
effekten sei die Leberalkoholdehydrcgenase-Reaktion 
besprochen (von der ursprunglich angenommen wurde, 
daB sie einem einfachen Theorell-Chance-Mechanismus 
entsprache [88J): 

(Co, S, CoH, SH entsprechen Coenzym und Substrat und ihren 
reduzierten Formen.) 

Als Parameter der Hin- und Riickreaktion ergeben sich 
daraus 

(Hinreaktion) k-1 

k + 2  k + l  
@1,2 = 

1 1 .  

k-3 k-2 ’ 
; @ 2 r =  

Q,2r =-  ~ + (Rucltreaktion) 
k-2 k-3 

- 

[84] K.  Dalziel, Acta chem. scand. 11, 1706 (1957). 
[85] R. A .  Alberty, J. Amer. chem. SOC. 75, 1928 (1953). 
[86] R .  A .  Alberty, J. Amer. chem. SOC. 80, 1777 (1958). 
[87] W. W. Cleland, Biochem. biophysica Acta 67, 104, 173, 188 
(1963). 
[88] H. Theorell u. B. Chance, Acta chem. scand. 5, 1127 (1951). 

Fur die Isotopeneffekte @/@’ = y ergeben sich folgende Be- 
dingungen 

Y l r =  1 ; yo= 1; (p2r =yl,zr; ~ = yor 
Y 1 J  

In Bakers Untersuchungen 1891 wurden die zweite und 
vierte Bedingung nicht erfullt und somit wahrscheinlich 
gemacht, daB kein einfacher Theorell-Chance-Mechanis- 
mus vorliegt. Weitere Anwendungen der Dalziel- 
Gleichung finden sich bei [50,89-941. 

b) Bei kompeti t iver  Versuchsfuhrung 

a) [S] u n d  [S’] s i n d  ve rg le i chba r  gror j  

Die Gesamtgeschwindigkeit vt fur den Umsatz eines 
isotopen Substratgemisches [94al ist 

wobei vs und v’ den Teilgeschwindigkeiten der isotopen 
Substrate entsprechen. Da Km,/K’m groBer oder kleiner 
als 1 sein kann, kann auch jede Teilgeschwindigkeit 
groBer oder kleiner sein, als der entsprechenden Sub- 
stratkonzentration ohne lsotopeneffekt zukame. Das 
Geschwindigkeitsgesetz (10) entspricht formal dem 
einer kompetitiven Hemmung, aber es ist falsch, daraus 
zu schlieBen, ein markiertes Substrat vertrete einen koni- 
petitiven Inhibitor. 

Mit G1. (10) ergibt sich, daR das Verhaltnis der Teilge- 
schwindigkeiten im kompetitiven Versuch stets pro- 
portional dem Verhaltnis der Substratkonzentrationen 
ist 1951. 

\‘s V K’m [Sl (11) 
~~~ 

V’S V’ Km [S’] 

Fur die Bestimmung von V/V und Km/K’, ergeben 
sich beim kompetitiven Arbeiten zwei Moglichkeiten : 
Man bestimmt vt und das Verhaltnis der Teilgeschwin- 
digkeiten, oder man bestimmt die Abhangigkeit von vt 

vom Mischungsverhaltnis der Substrate [961. 

[89] R .  H .  Bakerjr.,  Biochemistry I ,  41 (1962). 
[90] R. H.  Baker j r .  LI. H. R. Mahler, Biochemistry I ,  35 
(1962). 
[91] H. R. Mohler, R. H .  Bakerjr. u. V .  J.  Shinerjr., Biochemistry 
1 ,  47 (1962). 
[92] H .  R. Mahler u. J.  Douglas, J. Amer. chem. SOC. 79, 1159 
(1957). 
[93] J.  F. Thornson, J .  J .  Darling u. L. F. Bordner, Biochem. bio- 
physics Acta 85, 177 (1964). 
[93a] J.  F. Thornson u. S. L. Nanre, Biochem. biophysica Acta 
99, 369 (1965). 
1941 J.  F. Thornson, D. A .  Bray u. 1. J .  Bmmrtert, Biochem. Phar- 
niacol. 11, 943 (1962). 
[94a] M .  B. Thorn, Nature (London) 164, 27 (1949). 
[94b] I .  A. Rose u. S. V. Rieder, J. biol. Chemistry 231, 315 
(1 958). 
[95 ]  R. H .  Abeles, W. R. Frisellu. C .  G .  Mackenzie, J .  biol. Chem- 
istry 235, 853 (1960), Korrektur auf unnumeriertem Blatt in Heft 
6 (1960). 
[96] M .  B. Thorn, Biochem. J. 49, 602 (1951). 
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p) [S] i s t  s e h r  v ie1  g r o n e r  a l s  [S’] ( r a d i o a k t i v e r  
T r a c e r )  

Bei Verwendung radioaktiv markierter Substrate gilt 
fast immer [S’] < [S] und [S’] 6 Kim. Die Aussage- 
moglichkeit der Gleichung (10) wird wesentlich einge- 
schrankt. vt entspricht praktisch der Teilgeschwindig- 
keit vs, und damit entfallt die Moglichkeit zur unabhan- 
gigen Bestimmung der Teilgeschwindigkeit v6 [*I. Daher 
kann nach GI. (11) nur ein Isotopeneffekt fur das Ver- 

haltnis 7. ~ _ _  bestimmt werden. 

1st die spezifische Aktivitat des Substrats [S’] / [S] = No 
und die des Produkts N,, so ergibt sich der Isotopen- 
effekt fur gegen Null gehenden Umsatz (510%) f[31 
aus den Quotienten 

V K’m 
V Km 

In Gleichung (11) eingesetzt ergibt sich (siehe auch 1971) 

c) Vergleich n i ch t  kompe t i t i ve r  u n d  
k o m p e  t i t iver Versuc  h s  f u h r  ung  

Die Vorteile des Arbeitens rnit Substraten, die hoch oder 
vollstandig isotopen-substituiert sind, liegen in der Mog- 
lichkeit zur unmittelbaren Bestimmung von K m ,  V, K’m 

und V‘ und der kinetischen GroSen @ und (vgl. 
Abschn. V. l a )  in Mehrsubstrat-Reaktionen [So, 89-94]. 

Aber selbst bei sehr genau eingehaltenen Versuchsbe- 
dingungen konnen die Fehler der Einzelmessungen zu 
groBen Fehlern des Isotopeneffekts fuhren [51. Dies zeigt 
ein Vergleich der MeBergebnisse fur Alkohol-Dehydro- 
genase [50,921 und die Abhangigkeit des lsotopen- 
effekts der Urease-Reaktion von verschiedenen Enzym- 
praparationen [971. 

Die kompetitive Versuchsfiihrung hat folgende Vor- 
teile: Fehler aus dem Vergleich von zwei MeBserien, 
wie sie bei nicht kompetitiver Versuchsfuhrung be- 
notigt werden, treten nicht auf. Durch radioaktive oder 
massenspektroskopische Produktanalyse kann bei der 
kompetitiven Methode der Isotopeneffekt rnit kleinem 
Fehler bestimmt werden. Die Markierung der benotig- 
ten Substrate in Tracermengen ist meist einfacher als 
die Darstellung isotopenreiner Substrate, z. B. kann die 
Darstellung stereospezifisch niarkierter Substrate ent- 
fallen (Erlauterungen zu Tab. 4). Die Versuchsfuhrung 
pa& sich in-vivo-Untersuchungen besser an. Nach- 
teilig ist, daB fur Tracermarkierung im allgemeinen nur 

das Produkt j-, . ~ erhalten wird (vgl. Abschn. V.l  b). 
V K‘m 

K m  

[*] Dies ist am einfachsten daraus zu sehen, dafl fur [S’] < K’m 
GI. (2) zu v’i = V’[S’]/K’, vereinfacht wird. Folglich ist nur das 
Verhaltnis V’/K’m bestimmbar und nicht die EinzelgroBen. 
[97] K .  R. Lynn u. P .  E. Yankwich, Biochem. biophysica Acta 
56, 512 (1962); K. R. Lynn u. P .  E. Yankwich, ibid. 81, 533 
(1964). 
[98] M. Florkin u. E. H .  Stotz in: Comprehensive Biochemistry, 
Vol. 13. 2. Aufl., Elsevier, Amsterdam 1965. 

2. Deutung des Isotopeneffekts fur die Biochemie 

Die weitaus gronte Zahl  a n  Veroffentlichungen iiber enzy- 
matische Isotopeneffekte befaRt sich mit  Deuterium-lsotopen- 
effekten, insbesondere mit  der eingehenden Untersuchung der 
Wasserstoff-ubertragungen durch Oxidoreduktasen und 
Isornerasen. Spezielle Beispiele werden i m  Abschnitt V. 3 und 
in Tabelle 3 behandelt. Obwohl die Zahl  der  Untersuchungen 
von Enzymreaktionen rnit Hilfe von Isotopeneffekten noch 
weit hinter der  der organischen Chemie zurucksteht, konnen 
einige zusammenfassende Angaben iiber die GroRe von Iso- 
topeneffekten bei Enzymreaktionen und ihre Deutung ge- 
macht werden. 

Die Deuterium-Isotopeneffekte von v1 und V von En- 
zymreaktionen sind in ihrer GroBe rnit denen normaler 
chemischer Reaktionen vergleichbar. Wenn auch fur 
einen normalen Deuterium-Isotopeneffekt zwischen 20 
und 35 “C 6 bis 7 erwartet wird 1161, so lassen sich die 
gefundenen D-Isotopeneffekte von durchschnittlich 1 3  
bis 3 doch zwanglos einordnen, wenn namlich der Uber- 
gangszustand reaktanden- oder produktahnlich ist. 
Es gelten dann die Ausfiihrungen in Abschnitt 11.1 iiber 
die GroBe des Isotopeneffekts in Abhangigkeit von der 
Bindungslosung in Richtung der Reaktionskoordinate. 
AuBerdem kommt man oft zu einer gewissen Kompen- 
sation und damit Verringerung des menbaren Isotopen- 
effekts, weil das Verhaltnis vi/vI’, wenn keine Substrat- 

V K’m 
sattigung vorliegt, vom Verhaltnis T, . ~m abhangt 

(GI. (6), (8) u. (11)). Auch wenn Gleichgewichtsein- 
stellungen dem geschwindigkeitsbestimmenden Schritt 
vorausgehen, muB mit solchen Einflussen auf den Ge- 
samt-Isotopeneffekt gerechnet werden [41. Daher werden 
Deuterium-lsotopeneffekte von 6 und groRer selten er- 
reicht (siehe Tab. 3 und [99, lool). 

Der Isotopeneffekt von K m  liegt vielfach uber dem fur 
Gleichgewichtskonstanten zu erwartenden, auch dort, 
wo feststeht, daB K, wirklich die Bedeutung einer Dis- 
soziationskonstanten (K,) zukommt. Fur diesen Fall 
fordern Mahler [921 und Shiner [501 bereits bei der Bin- 
dung des Substrats an das Enzym eine Wechselwirkung 
des Enzyms niit der isotopen-substituierten Bindung. 
Diese Wechselwirkung erklart auch die groRen Isotopen- 
effekte von K m ,  die bei Isotopensubstitution einer nicht 
am Bruttoumsatz beteiligten Bindung eines Substrats 
gefunden werden, 2.B. die 4-B-Stellung des NADH fur 
A-spezifische Enzyme [50,93,941 [*I. 

Fur eine Wechselwirkung zwischen Substrat und En- 
zym bei der Substratbindung spricht 2.B. auch der be- 

[99] J .  F. Thonison u. F. J .  Klipfel, Biochem. biophysica Acta 44,  
72 (1960). 
[loo] P. Strittmafter, J .  biol. Chemistry 237, 3250 (1962). 
[*I N A D ’  ( N A D P )  = Nicotinamid-adenindinucleotid(-phos- 
phat). 
NADH (NADPH) = reduzierte Formen von NAD und NADP’.  
[A-4-D]-NADH = Im Nicotinamidteil des NADH ist dieienige 
4-Position markiert, die bei Anordnung dcr A t o m  1 bis 6 im 
Gegenuhrzeigersinn nach vorn schaut, d. h. [4(RJ-4-D]-NADH 
[100a]. [B-4-D]-NADH istentsprechend [4(S)-4- D]-NA DH. Nach 
der Stereospezifitat der Wasscrstoff-Ubertragung werden En- 
zyme, die Wasserstoff auf die A-Stellung des NADH dbertragen, 
als A-Enzyme bezeichnet und Substrate des Typs CHHbd in A- 
und B-Substrate unterteilt. 
[100a] J.  W. Cornforth, C. Ryback, G .  Popjak, C.  Donninger u. 
G. Schroepfcr jr . .  Biochem. biophysic. Res. Commun. 9, 371 
(1962). 
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Tabelle 3. Deuterium-IsotopeneRekte bei biochemischen Redoxreaktionen. 

vi 

V'i 

und andere GroBen 

Bedingungen/Lit. Substrat 

IA-4-DI-NADH 
IB-4-DI-NADH 

[2-D]-ii-Lac!at 

V 

v' 
- 

1.35 
1,10 [d] 

~ _ _ _  

0,92 [bl pH = 7,4; z s o c  
[93al 

p H =  8,6 
[ l l  l a ]  

[A-4-D]-NADH 
[B-4-D]-NADH 

1.85 

1.3-1.6 p H  = 5,9-9.4 
11071 

~~ 

3,0(16 'C)-2,0(37 " C )  
EA(H) = 11700 f I50 cal 
EA(D) = 1493.4 * 170 cal 
[cl 

pH - 6,8 
[lo81 

Enzyni und Reaktion 

1,75 
1,75 

Alkohol-Dehydrogenase (Hefe) 
CHsCHO -I N A D H  t H +  F CH3CHzOH + NAD+ 

Alkohol-Dehydrogenase (Leber) 
CHzCHO ~ N A D H  I H+ $ CHjCHzOHf N A D '  

1,31 1,6 [bl 

Lactat-Dehydrogenase 
Pyruvat , N A D H  + H +  F: Lactat + NAD+ 

0,43 
1,59 

[A-4-Dl-NADH 
[B-4-D]-NADH 

0,69 
2,02 

Lactat-Dehydrogenase (Rinderherz) 
Pyruvat - N A D H  -i- H +  + Lactat + N A D '  

Lactat-Dehydrogenase (Leaconostoc mescnteroides) 
Lactat -1. N A D +  + Pyruvat N A D H  + II+ 1,86 

Malat-Dehydrogenase 
Oxalacetat + N A D H  + H+ Fi Malat + N A D +  

I ,70 
0,82 
1.51 [el 

1,3- 1.6 

nicht 
signi- 
fikant 

I [941 

Glucose-6-P-Dehydrogenase 
Glucose-6-P ' N A D P C  + 
Gluconsdure-6-P i N A D P H  -I I l +  

2,O-2,4 

Anieisensaure-Dehydrogenase (Erbre) 
HCOOH T NAD+ --f COz + N A D H  -1- H' 

Ameisensdurc-Dehydrogenare ( E .  ro l i )  
HCOOH ---f CO? + 2 H+ i 2e- 

K atalase 
HzOz 1- tlCOOH -> COz -;- 2 H2O 

1 .o 

Glykolsdure-Oxidase 
HOCH2COOH 4 N A D '  - 
O H C C O O H A  N A D H  1 H +  

Succinat-Dehydi ogenase 
HOOCCHzCH2COOH F' HOOCCH- CHCOOH 77 % D 

bis 5,9 1991 
EA(H) = 11250 150 cal 1 [961 0,69 
EA(D) = 12700 300 cal 
Icl 

Monoamino-Oxidase 
Amin 7 1 1 2 0  0 2  -j. Aldehyd - NH3 + H L O ~  

Sarcosin-Oxidase 
Sarcosin -+ HzCO + Glycin -+ Serin 

3,66 
10,45 
8,7 

I p H  -= 8,l : 25'C Cytochrom-bs-Reduktase 
N A D H  + I-I+ -i- 2 Cytochroni-bs (oxidiert) 
+ N A D +  ! 2 Cytochrom-bj (reduziert) 

[A--?-D]-NADH 
acetyl-analog 
pyridinaldehyd- 
analog 

1.66 [ 1 1' 

[B-4-D]-NA DH 

[R-+U].NADH 

NADH-Owidase 
Acceptor: 0 2  

NADH-Deh ydrogenase 
Acceptor: 2,6-DicblorindophenoI und andere 

[a] Isotopeneffekt der Michaelis-1Constante oder \!on Gleichgewichtskonstanten der angefiihrten Substrate in1 Komplex ES. K,/K', > 1 bedeutet 
I'estere Bindung des deuterierten Substrats (vgl. GI. (5)). 

[bl Isotopeneffekt fur die Geschwindigkeitskonstante der Bindnng des Cornzyms. 

Lcl Aktivierungsenergien (EA) fur Liisung der C - H- und C--D-Bindung. 

Id] Sekundire Isotopeneffekte. 

[el i n  D20. 

1004 Angew. Chem. 178. Jahrg. 1966 i Nr.  22 



reits ohne Acceptor an Dihydroxyacetonphosphat 
durch Aldolase bewirkte Wasserstoffaustausch [94b]. 

Es sind mehrere Beispiele fur eine erhohte Affinitat des 
deuterierten Substrats zum Enzym (Km)K'm > 3 )  vor- 
handen (siehe Tab. 3) .  Geringere Affinitat des deute- 
rierten Substrats wurde auch durch eine stlrkere Hem- 
mung des deuterierten Substrats mit einem kompetiti- 
ven Inhibitor nachgewiesen [951. 

Wahrend die Isotopeneffekte von Km eine Aussage uber die 
Bindung des Substrats und damit uber das aktive Zentrum 
des Enzyms geben konnen, kann auch der Isotopeneffekt per 
se als Nachweis fur dnderungen am aktiven Zentrum heran- 
gezogen werden. Ein eindrucksvolles Beispiel gibt Rose [loll ,  
der native und mit Carboxypeptidase behandelte Aldolase 
untersuchte. Wahrend das native Enzym keinen Isotopen- 
effekt auf die Synthesereaktion mit markierten Triosephos- 
phaten gab, fand sich fur das behandelte Enzym ein Deute- 
rium-Isotopeneffekt von 6 und ein Tritium-Isotopeneffekt 
von 20. 

3.  Spezielle Beispiele 

Als Ordnungsprinzip fur die hier behandelten Beispiele wurde 
die Enzymliste [981 herangezogen. Die Bedeutung des Iso- 
topeneffekts zur Klarung von Enzym-Mechanismen kann 
unter anderem an der Beteiligung eines Enzyms in einem ge- 
koppelten System, Stereospezifitat einer Caabd-Molekel, 
intramolekulare Protonenverschiebung und Spaltung eines 
Molekuls in gleiche Bruchstucke gezeigt werden. 

a) Was s e r s t o f f - 1 s o t o p e n e f f e k t e 

uber die Alkohol-Dehydrogenase(Hefe)-Reaktion lie- 
gen Messungen des Isotopeneffekts mit [CDI-NADH 
(chemisch und enzymatisch reduziert) und [1,1 -D2]- 
Athanol vor [50,91,92.1021. Die Autoren nehmen an, daf3 
der geschwindigkeitsbestimmende Schritt die Umwand- 
lung der ternaren Komplexe 

ECoSH $* ECoHS 

sei, dessen Isotopeneffekt k+/k'+ -- k-/k'- =. 1,75 be- 
tragt (Tabelle 3) .  
Dies sei durch eine geringe Bindungslosung im Ubergangs- 
zustand des Komplexes zu erklaren. Damit steht der un- 
erwartet hohe Isotopeneffekt der Substratdissoziationskon- 
stanten in Ubereinstimmung, der durch eine Wechselwirkung 
der an der Wasserstoffubertragung beteiligten C-H-Bin- 
dung mit dem Enzym erklart wird. Nach Silverstein und 
BoJw["~~] ist die Spaltung des NAD- oder NADH-Produkts 
der geschwindigkeitsbestimmende Schritt. In diesem Fall 
wurde die voranstehende Zuordnung des Isotopeneffekts zu 
den kinetischen Konstanten nicht gelten. Mulfer-Hill und 
Wallenfels[lo41 schlieBen aus der Temperaturabhangigkeit 
der Reaktion, daB unterhalb 20 "C der erste, oberhalb 20 "C 
der zweite Mechanismus zutreffen wurde. 

Wir fiihrten Untersuchungen uber die Temperatur- 
abhangigkeit des Isotopeneffekts von [1-TI-Athanol [*I 

[loll I. A .  Rose, E. L. O'Connellu. A .  H.  Mehler, J. biol. Chem- 
istry 240, 1758 (196.5). 
11021 H. R.  Levy, F. A .  Loewrrs u. B. Vennesland, J. Amer. chem. 
SOC. 79, 2949 (1957). 
[lo31 E. Silverstein u. P. D.  Boyer. J. biol. Chemistry 23Y, 3908 
(1964). 
[lo41 B .  Miiller-Hill u. K .  Wallenfels, Biochem. Z. 339, 338 
(1964). 
['I Es handelt sich urn das Gemisch der stereoisorneren [I-TI-A1- 
kohole. 

und [A-4-T]-NADH als Substrate der Alkohol-Dehy- 
drogenase (Hefe) aus 1105, 105al. Die Zunahme des Isc- 
topeneffekts mit steigender Temperatur (Tab. 4) 15Bt 
sich init eineni Wechsel des geschwindigkeitsbestiii~men- 
dec Schrittes deuten. 
Da Alkohol-Dehydrogenase der Hefe auch die Oxida- 
tion der Homologen des Athanols mit vergleichuaren 
Geschwindigkeiten katalysiert, konnten wir an iiir den 
Einfluf3 verschiedener Substrate auf den Isotopeneffekt 
einer Enzymreaktion studieren [1051 (siehe Tab. 4). Dic 

Tabelle 4. Vergleich cier I so topcn~l~ekte  (kH/kT) beim Unisarz einiger 
Alkoiiole [*] mit Alkohol- Dehydroyenase (HeEe) unter vcrschiedencn 
Bedingungen [105] .  

I rropono' 

Bedingungen 

;P", 7,6 1 4.1 0.0.5 6,7 I 0,2 6.8 0 I 

[a1 Bei T'racermengen dcr tritiierten Substanz gibt es Lcinc 111s Gewicht 
fallende Doppelmarl~ierung, es braucht clahei nicht init stereospezifisch 
markierten Substraten gearbeitet ZLI werden, wenn der Isotopenefiekt 
am gebildeten [A-4-T]-NADI-I gemeasen wird. 

Zunahme dcs Psotopeneffekts beiin Ubergang von Atha- 
no1 zu Propanol ubertrifft wesentlich die gleichzeitig nur 
34-proz. Anderuiig der Reaktionsgeschwindigkeit [1061. 

Fur die Alkohol-Dehydrogenase der Leber 1911 wurde vcr- 
sucht, aus den fur Hin- und Ruckreaktion erhaltlichen 12 un- 
abhangigen Gleichungen die 13  kinetischen Konstanten 
durch Iteration zu erhalten. Damit konnten Isotopeneffekte 
fur jeden Einzelschritt eines komplexen Mechanismus be- 
rechnet werden. Neben den Werten in Tabelle 3 wird fur die 
H-Ubertragung von CH3CH20H auf NADf kHjkD = 2,28, 
von [A-4-D]-NADH auf CH3CHO kH/kD = 3,11 angegeben. 

Bestinimt mail den lsotopeneffekt von [A-4-T]-NADH 
bei der Alkohol-Dehydrogeriase-Reaktion in Abhangig- 
keit von Acet-, Propion- und Butyraldehyd, so findet 
man bei dem Enzym RUS Hefe eine Substratabhangig- 
keit [105al, bei dem Enzyrn a u s  Leber aber nicht Ilosbl. 

Damit kann fur den Mechanismus des Leberenzyms be- 
statigt werden, dal3 der geschwindigkeits bestirnmende 
Schritt von der Eissoziation des Coenzyms abhangt. 
Thomson 192,934 untersuchte Isotopeneffekte des [A-4- 
D]-NADH und [B-4-D]-NADH in der Lactat-Dehydro- 
genase-Reaktion. Gegenuber dem normalen Isotopen- 
effekt von V durch [A-4-D]-NADH gibt [B-4-D]- 
NADH einen inversen lsotopeneffekt (Tabelle 3), wor- 
aus zumindest auf die Wechsclwirkung beider 4-standi- 
gen Wasserstoffe des NADH mit dem Enzyrn in? Laufe 
der Reaktion geschlossen werden kann. 
Aus dern Isotopeneffekt der NADP-abhlngigen Glu- 
cose-6-phosphat-Dehydrogenase konnte fur die COz- 
BiIdung aus Glucose in intakten Zellen der geschwindig- 
keitsbestimmende Schritt ermittelt werden. Dieser ist 
eine C-H-Spaltung, entweder bei der H-Ubertragung 
voti Glucose auf NADP oder bei der Reoxidation des 

[lo51 D.  Palm, 2. Naturforsch. 210, 510 (1966). 
[105a] D. Palm, Z .  Naturforsch. ,?lb, 547 (1966). 
[105b] D. Palm u. T. Fiedler, unver6ffentlicht. 
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NADPH. Entsprechendes ergab sich mit Tumor-Zel- 
len [107J. 

Wahrend bei der Alkohol-Dehydrogenase Bcispiele fur 
die Untersuchung verschiedener Substrate mit einem 
Enzym vorliegen, hat Aebi [lo81 kergleichende Messun- 
gen eines Substrats (Formiat) mit verschiedenen Enzy- 
men vorgenoinmen (Tab. 3). 
Die Succinat-Dehydrogenase-Reaktion an deuterierter 
Bernsteinsaure gilt als klassisches Beispiel fur enzyma- 
tische lsotopeneffekte [1091. Bei neueren Arbeiten war es 
moglich, perdeuterierte Substrate zu verwenden und 
damit V/V' = 5,9 zu bestimmenr991. Fur das [D4]-Suc- 
chat  sind allerdings auch sekundare lsotopeneffekte zu 
berucksichtigen. Als Substrat der Atmungskette hat 
[D4]-Succinat keinen verlangsamenden EinfluB auf die 
oxidative Phosphorylierung. 
Die Klarung einer stereospezifisch ablaufenden Reaktion 
gelang Belleau [1101 fur die enzymatische Decarboxy- 
lierung von Aminosauren zu Aminen und deren Dehy- 
drierung. Die beiden enantiomeren [l-D]-Tyramine 
konnten hergestellt und ihre Isotopeneffekte bei der 
Monoaminooxidase-Reaktion mit dem in D2O aus 
Tyrosin erhaltenen Decarboxylierungsprodukt ver- 
glichen werden. 
Fur die Dehydratisierurig von Malat (Fumarase-Reak- 
tion) wurde ein lsotopeneffekt erwartet, aber keiner ge- 
funden [111J. Da die Losung der stereospezifisch mar- 
kierten Kohlenstoff-Wasserstoff-Bindung nicht ge- 
schwindigkeitsbestimmend war, muD ein Mechanismus 
iiber einen bis jetzt unbekannten Koniplex Malat-X 
postuliert werden: 

E-Fumarat E + Fumarat 

Bei der Racemisierung von [2-D]-Lactat durch einen 
Extrakt aus Clostridium butylicum wird ein Tsotopen- 
effekt von ka/ko = 2,14 beobachtet, der fur beide 
Enantiomere von gleicher GroDe ist. Der Beweis, daD 
durch die Racemisierung kein Deuterium verloren ging, 
wurde dadurch erbracht, daD die Geschwindigkeit der 
Dehydrierung durch die Lactatdehydrogenase sowohl 
fiir die D- wie die L-Form genau der der deuterierten 
Milchsauren entsprach [llla]. 

Durch Messung des Deuterium-Isoiopeneffekts an 
[1-~4C-2-D]-Glucose-6-phosphat bei der Hexoseiso- 
merase-Reaktion wurde ein in tramolekularer Protonen- 
ubergang bewiesen 11121. Im Substrat-Enzym-Komplex 

[lo61 f. van Eys u. N. 0. Kaplun, J. Amer. diem. SOC. 79, 2782 
(1957). 
[lo71 Z. A.  Rose, J. biol. Chemistry 236, 603 (1961). 
[lo81 H. Aebi, Pure appl. Chem. 8,  459 (1964). 
[lo91 H. Erlenmeyer, W. Schoenauer u. H. Sullman, Helv. chim. 
Acta 19,1316 (1936). 
[110] B. Belleau u. J. Burbu, J. Amer. chem. SOC. 82, 5751 (1960); 
B. Belleau, M. Fang, f. Burba u. J. Moran, ibid. 82, 5752 (1960); 
B. Belleau u .  J.  Moran, Ann. New York Acad. Sci. 107, 822 
(1963). 
[111 J R. A. Alberty in P .  D .  Boyer, H.  Lardy u. K. Myrbri'ck: The 
Enzymes, Vol. 5. Academic Press, New York 1961, S. 531. 
[ l l l a ]  S. S. Shapiro u. D. Dennis, Biochemistry 4,  2283 (1965). 
[112] Z. A .  Rose u. E. L. O'Connell, J. biol. Chemistry 236, 3086 
(1961). 
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wird zu ca. 50 % der Wasserstoff als Proton von C2 in die 
1-Stellung des Substrats (vice versa) ohne Austausch 
mit dem Losungsmittel ubertragen. 
Fur Deuterium wird in beiden Richtungen der Isomer- 
ase-Reaktion ein lsotopeneffekt von 2 (fur Tritium ca. 
3,2) gefunden. Einen Isotopeneffekt ahnlicher GroBe er- 
hielten Rose und Rieder [I131 fur die Triosephosphat- 
Isomerase. [3-D]-1,3-Dihydroxyaceton-l -phosphat rea- 
giert 2,2mal langsamer als das unsubstituierte Substrat. 
Bei der Epimerisierung von Uridin-diphosphat-galak- 
tose und -glucose durch ein Enzym aus Hefe wurde fur 
die [4-T]-markierten Hexosen ein inverser Isotopen- 
effekt von kH/kT = 0,66 bis 0,33 gefunden[113a]. Mit 
der Richtung und GroBe des lsotopeneffekts steht ein 
Mechanismus in Einklang, dessen erster Schritt eine 
reversible Wasserstoffiibertragung von C4 auf das En- 
zym ist. Fur ein solches Gleichgewicht wurden auch bei 
der Alkohol-Dehydrogenase inverse lsotopeneffekte ge- 
funden (Tab. 3). Darauf folgt die Umlagerung des En- 
zymkomplexes, wobei der Wasserstoff die geeignete 
Position erhllt, um auf die epimere Stellung der Hexose 
ubertragen zu werden. Aus der GroDe des Isotopen- 
effekts (Gleichgewichts-Isotopeneffekt) wird auf eine 
Beteiligung von C-, N- oder 0-Atomen an der Wasser- 
stoffubertragung geschlossen, die Beteiligung von S ist 
auszuschlieBen. 
Eine interessante Anwendung von Deuterium und Tri- 
tium-Isotopeneffekten demonstrierte Rose [114,1151 bei 
der Klarung verschiedener Teilschritte der Ribulose- 
diphosphat-Carboxqlase-Reaktion (Carboxy-Dismu- 
tase). Es war dabei zu klaren, OD das COz am C2 oder C4 
des Ribulosediphosphats (4) fixiert wird, bevor die 
Spaltung in zwei Molekiile 3-Phosphoglycerinsaure (5) 
eintritt. Nur wenn das C02 an C2 fixiert wird, ent- 
steht neben nicht markierter eine intramolekular doppel- 
markierte [2-14C-2-D]-3-Phosphoglycerinsaure (Su). Da 

die aus den Phosphoglycerinsauren gewonnene [14C]- 
Glykolsaure bei der Oxidation mit Glykolsaure-Oxidase 
einen Isotopeneffekt von 2,5 zeigte, mul3te diese Glykol- 
saure neben 14C auch D tragen, d. h. das C02 wird an 

[113] S. V. Rieder u. I. A .  Rose, J. biol. Chemistry 234, 1007 
(1959). 
[113a] R.  D. Bevill ZZI, E. A .  Hill, F. Smith u. S. Kirkwood, 
Canad. J. Chem. 43, 1575 (1965). 
[114] G. Miilfhofer u. I .  A .  Rose, J. biol. Chemistry 240, 1341 
(1965). 
[115] I. A. Rose, G.  Miillhofer u. F. Fiedler, unveroffentlicht. 
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Ct von (4) fixiert. In 3-Stellung tritiiertes ( 4 )  reagiert 
bei pH = 8,l und 25 "C bei der Carboxylierung vier- bis 
sechsmal langsamer als die H-Verbindung. Die Pro- 
tonenablosung scheint der limitierende Schritt der Ge- 
samtreaktion zu sein [1151. 

Bei der irreversiblen Bildung einer C-H-Rindung 
durch Protonenaufnahme aus einem Losungsmittel, 
das partiell wasserstoff-markiert ist, wird meist im 
Produkt ein wesentlich geringerer Gehalt des hoheren 
Wasserstoffisotops gefunden als im Losungsmittel. 
Dies ist eine Folge des lsotopeneffekts bei der Spaltung 
einer X-H-Bindung, wobei X z.B. 0, oder N sein 
kann. Ein typisches, experimentell und theoretisch un- 
tersuchtes Beispiel ist die Hydratisierung von Tsobuty- 
len in saurem Medium[1211. Dabei wird in HzO/D20- 
R4ischungen ini gebildeten tert.-Butanol eine 3,9mal 
kleinere D-Konzentration gefunden als im Wasser ; 
fur T ist das Verhaltnis 7, l  und fur 1' in  DzO 1,9. 

Entsprechende biochemische Beispiele sind : 
Bei der enzymatischen Spaltung von Citrat in HOT wird T in 
Acetyl-CoA eingebaut. Wasserstoff wird im Verhaltnis 
kH/kT = 6,7 bevorzugt [1221. Bei der Spaltung von fhreo-D,- 

[I161 B. Mackler, Biochem. biophysic. Res. Commun. 4, 195 
(1961). 
[117] P. Strittmatter, J. biol. Chemistry 239, 3043 (1964). 
[118] J. L. Rabinowitz, T.  Sall, J .  N .  Bierly j r .  11. 0. Oleksyshyit, 
Arch. Biochem. Biophysics 63, 437 (1956). 
[119] J. L. Rabinowitz, J .  S. Lafair, H. D .  Strauss u. H .  C. A(- 
len j r . ,  Bioehem. biophysica Acta 27, 544 (1958). 
11201 S. Seltzer, G. A .  Hamilton u. F. H .  Westlieimer. J. Amer. 
chem. SOC. 81,4018 (1959). 
[121] V. Gold u. M .  A .  Kessick, J. chem. SOC. (London) 1965, 
6718 (1965). 
[122] J .  Bove, R. 0. Martin, L. L. Ingraham u. P .  K .  Stuinph J. 
biol. Chemistry 234, 999 (1959). 

Isocitrat in Succiiiat und Glyoxylat wird in Abhangigkeit von 
der Isocitrat-Konzentration (2.10-3 bis 4-10-3 M) ein: Iso- 
topeneffekt kH/kT = 6,5-13,9 gefunden, wenn die Reaktion 
in tritiumhaltigern Puffer erfogt [1*31. Bei der Spaltung von 
Phosphoenolpyruvat durch Pyruvatkinase in HOT wird T 
mit einem Isotopeneffekt kH/kT = 6 , 4  eingebaut [1241. 

b) I s o t o p e n e f f e k t e  d e s  K o h l e n s t o f f s  

Von Lynn und Yunkwich[971 wurde der Isotopeneffekt der 
Urease-Reaktion (mit Harnstoff von naturlichern 17-C/13C- 
Verhaltnis) in Abhangigkeit von Umsatz, Konzentration, 
Puffer, Temperatur, pH und Alterung des Enzyms unter- 
sucht und zu maximal 2,3 % gefunden. Die Unterschiede der 
fur verschiedene Enzympraparationen gefundenen Isotopen- 
effekte waren zum Teil groner als die fur die angegebenen 
Variablen zu messenden Unterschiede. Die von anderen Au- 
toren [1181 gefundenen Isotopeneffekte von 5 bis 10 % konn- 
ten nicht bestatigt werden. 

Einen 14C-Isotopeneffekt ungewohnlicher Groaenordnung 
fand Rabinowitz [119] fur die enzymatische Oxidation von 
[14C]-Formiat durch Ameisensaure-Dehydrogenase: bei 
3 7 ° C  1,27, unabhangig von der zwischen 0,s bis lOOpCi/ 
m mol variierten Substrataktivitat. 

Die zu Pyruvat fuhrende Decarboxylierung von Oxalacetat 
durch ein Enzym aus Micrococcus lysodeikticus ergibt keinen 
Isotopeneffekt am I3C-markierten Substrat. Die Mn(I1)- 
katalysierte, nicht-enzymatische Decarboxylierung dagegen 
ergibt einen Isotopeneffekt von 1,06; Losungsmittel-Isoto- 
peneffekte in DzO deuten auf einen anderen limitierenden 
Schritt als die eigentliche Decarboxylierung [1*01. 
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