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E l e k t r o n e n s p i n r e s o n a n z m e s s u n g e n  z u r  U n t e r -  

s u c h u n g  y o n  K i n e t i k  u n d  M e c h a n i s m u s  y o n  

Cu2  + - k a t a l y s i e r t e n  R e a k t i o n e n  

In  den le tz ten  J a h r e n  wurden  in zunehmendem Masse 
Elek t ronensp inresonanzmessungen  (ESR)  zur  Unte r -  
Suchung der  Wirkungsweise  von  kupferha l t igen  Oxy-  
dasen herangezogen  ~-3. I m  Hinbl ick  auf  die Auswer tung  
derar t iger  Messungen ist  es yon  Interesse,  an einfachen,  
chemisch gu t  kont ro l l ie rbaren  Reak t ionen  zu prfifen, 
welche Aussagen fiber den Mechanismus solcher metal l -  
enzymat i sche r  Oxyda t ionen  auf  Grund  yon  ESR-Mes-  
sungen mSglich sind 4. I n  der  vor l iegenden Arbmt  solI 
tiber E S R - U n t e r s u c h u n g e n  ber ich te t  werden,  die wir  im 
l~ahmen unserer  Arbe i ten  fiber die Cu*+-katalysierte 
A u t o x y d a t i o n  yon  o-Phenylend iamin  ~'6 durchf i ihr ten.  

Die A u t o x y d a t i o n  yon  o-Phenylend iamin  (H,B) in 
w&ssriger Ldsung fi ihrt  p r imgr  zu Rad ika l s tu fen  H2B+, 
die fiber verschiedene unbekann te  Zwischenprodukte  zum 
Spekt rophotomet r i sch  gu t  erfassbaren O x y d a t i o n s p r o d u k t  
3 ,5-Dihydro-2-amino-3- iminophenaz in  ( P H E N )  wei ter-  
reagieren. Die Rad ika le  H , B  + sind sehr  unstabi l  und 
k6nnen bei Z i m m e r t e m p e r a t u r  mi t  ESIZ nicht  nach-  
gewiesen werden  s,7, so dass sie auch die Un te r suchung  
des Cu~+-Signals wiihrend der  Oxyda t ion  n ich t  stSren. 
Die Ka ta lyse  der Reak t ion  zwischen H , B  und O 2 durch  
Cu2+-Komplexe mi t  verschiedenen heterocycl ischen Basen 
als L iganden  (z. ]3. Pyridin ,  2-Picolin, 2, 6-Lutidin,  2, 4, 6- 
Collidin, Imidazol) ,  die wir  im folgenden generel l  m i t  
I~YIZ bezeiehnen, beruh t  auf  d e m  durch  die Reak t ions -  
gleichungen (1) und (2) beschriebenen t~Zweitaktmecha- 
nismus~)S. Reak t ion  (1) 1/iuft auch un te r  O,-Ausschluss ab, 
die Oxyda t ion  k o m m t  aber  sehon nach  kurzer  Zeit  zum 
St i l ls tand (Figur  1). Mit  E S R  konn ten  wi t  folgende Unte r -  
suchungen,  die m i t  anderen Methoden  nicht  m6glich 
waren,  durchff ihren:  E r m i t t l u n g  der  S t6chiometr ie  der  
O x y d a t i o n  yon  H~B zu P H E N  durch  Cu ~+ ( F Y R ) ;  Mes- 
sung des Ifir den  Gle ichgewichtszus tand zwischen (1) und 
(2) charakter i s t i schen Wer tes  von  [Cul+J/~Cu+]; Ab- 
h/ /ngigkeit  der ka ta ly t i schen  Eigenschaf ten  der  Kom-  
plexe  Cu *+ (PYI-Z) yon  ihrem VermSgen,  m i t  dem zu oxy-  
d ierenden Subs t ra t  Koord ina t ionsve rb indungen  der  F o r m  
(H,B)Cuz+(PYR) zu bilden. 

(H,B)Cu~+(pyR) ~__ H~B + + Cu+(PyR) (i) 

Cu+(PyR) + 02 --+ Cu~+(PYR) + O~ (2) 

Methodik. Wir  un te r such ten  die O x y d a t i o n  in der  frfiher 
beschr iebenen A p p a r a t u r  *, die e r laubt ,  den  zei t l ichen 
Verlauf  yon  E , ~  = ~,xa" [ P H E N ]  au tomat i sch  aufzu-  
zeiehnen und w/ihrend der  Reak t ion  die iiusseren ]3e- 
d ingungen kons t an t  zu hal ten.  Wi thrend  des Reakt ions-  
ablaufs  (Figur  1) e n t n a h m e n  wir  in b e s t i m m t e n  Zeit- 
abs t~nden Proben  der  Ldsung, die wir  sofort  auf  -- 150°C 
abkfihl ten und in denen wir  anschliessend bei dieser Tem-  
pe ra tu r  das E S R - S i g n a l  e rmi t te l ten .  I n  der e ingefrorenen 
Ldsung ging die O x y d a t i o n  n ich t  welter .  Die  E S R -  
Messungen ff ihrten wir  mi t  e inem 3-cm-Varian V 4500 
Spek t rome te r  (100 Khz  Magnet fe ldmodula t ion ,  6"  Mag- 
net) un t e r  Verwendung  der Var ian  S tandard-Kf ih lvor -  
r i ch tung  durch.  Die Ldsungen wurden  in Quarzrdhrehen  
mi t  ca. 3 m m  innerem Durchmesser  untersucht .  Die Be- 

s t i m m u n g  des g-Wer tes  erfolgte  du rch  Vergle ichsmes-  
sungen m i t  D ipheny lp ik ry lhyd razy l  ( D P P H ,  g = 2,0036 
± 0,0002). 

Ergebnisse. N a c h  frfiheren ArbeitenS,  v werden  bei  der  
O x y d a t i o n  pro Molekfil o -Pheny lend iamin  (CsHsN,) 3 
Redox~qu iva l en t e  ve rb rauch t .  Da  die bier  un te r such te  
Reak t ion  zu e inem d imolekula ren  E n d p r o d u k t  (CI~H10N,) 
fiihrt ,  i s t  ihre S t6chiomet r ie  du t ch  die Gle ichungen (3) 
und  (4) wiederzugeben.  W e n n  die Reak t ions ldsung  u n t e r  
O,-Ausschluss beobach te t  wird,  kann  die Bez iehung  (3) 
exper imente l l  f iberprfift  werden  : Aus der  E x t i n k t i o n  E,~ ~ 
(Figur  1) wird m i t  Hilfe des b e k a n n t e n  Ex t i nk t i ons -  
koeff iz ienten e41~" die Konzen t r a t i on  an  Oxyda t ions -  
produkt ,  (PHEN) ,  e rmi t te l t .  Die  gleichzei t ig mi t  der  
Ex t ink t ionsmessung  au fgenommenen  E S R - S i g n a l e  (Figur  
2) e r lauben  die B e s t i m m u n g  der  ~Cu~-~ in der  Ldsung;  
denn  die Cu+-Komplexe  (d 1°) geben keine  pa ramagne t i -  
sche Resonanz.  D u t c h  zweimalige I n t e g r a t i o n  des yon  
unserer  A p p a r a t u r  aufgezeichneten  Signals ~0 erha l ten  wi t  
eine Grdsse, die der  [Cu 2+] in der  Ldsung p ropor t iona l  is t  
und  m i t  d e m  S p e k t r u m  einer  Ldsung bekann te r  Konzen-  
t ra t ion  verg l ichen  werden  kann.  Die Genauigkei t  dieser 
Cu2+-Best immung ist  ca. 4- 5 0 ,  wenn  S tandard-  und  
Messl6sung dieselben Cu*+-Verbindungen enthal ten .  Die 
Versuche  zeigten,  dass die S tdchiomet r ie  der  in unseren 
Ldsungen ve r l au fenden  R e a k t i o n  m i t  (3) i ibere ins t immt.  

2HzB + 6Cu~+(PYR) -+ PHEN + 6Cu+(PYR) + 6H + (3) 

6Cu+(PyR) + 3/202 + 6H + ~ 6CuU+(pyR) + 3H20 (4) 

0,6 
[~t5 / 
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Fig. 1. Zeitlicher Verlauf der Extinktion Eal 5 =~al~[PHEN] in 
einer ReaktionslSsung unter O~-Ausschluss. [Cul+]to t " 2,5 • 10-4M, 
[HaB~tot = 10-SM, [Picolin]tot ~ O,2M, pH = 6,1, T = ~5°C. (Ill 
O~-durchsptilter LSsung geht die Reaktion welter, bis alles H~B 

oxydiert ist.) 
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En tsprechende  [Cu*+]-Best immungen ergaben,  dass 
der fiir das Gleichgewicht  bei Reakt ionss t i l l s tand  un te r  
O~-Ausschluss (Figur  1) charakter is t i sche  W e f t  ffir 
[Cu2+]/[Cu +] yon  der  S t ruk tu r  und  der  Konzen t r a t i on  
tier L iganden  P Y R  abh~ngig ist  : m i t  zunehmender  t P Y R ]  
n i m m t  [Cu2+]/[Cu+] ab. Es ist  zu erwarten,  dass in O,-  
durchspfi l ten L6sungen,  in denen die Reak t ionen  (1) und 
(2) gleichzeit ig ablaufen,  ebenfalls  ein Gleichgewichts-  
zus tand m i t  charak ter i s t i schem Verh~l tnis  [Cu~+]/[Cu +] 
ausgebi ldet  wird. Die ESR-Messungen  zeigten, dass dieses 
Gleichgewicht  such  bei hohen  L igandenkonzen t r a t ionen  
[PYR]  prak t i sch  vol ls t~ndig auf  die Seite des Cu ~+ ver-  
schoben ist. Die  Gleichgewichtslage ist  such  p rak t i sch  
unabhgngig  davon,  ob die L6sung mi t  Luf t  ([O~] = ca. 
2 ,5 .  1074M) oder  mi t  re inem Sauers toff  ([O~] = c a .  
1,2 • 10-aM) durchspi i l t  wird.  

I n  F igur  3 sind die E S R - S i g n a l e  w~ssriger L6sungen 
yon  Cu~+-Komplexen m i t  o -Phenylendiamin ,  Pyr id in ,  
2, 4, 6-Collidin und  yon  IASsungen, die Cu ~+, H , B  und 
2, 4, 6-Collidin en tha l ten ,  dargestel l t .  Die  beobach te te  
Hype r f e in s t ruk tu r  (HFS)  ist  auf  die Wechse lwi rkung  des 
ungepaa r t en  E lek t rons  mi t  den magne t i schen  Mornenten 
der  Kerne,  s~Cu, ~Cu (I = 3/2) und  ~*N (I = 1), zurfick- 
zufi ihren n Die Untersch iede  zwischen den e inzelnen Sig- 
nalen (Figur  3 a-d)  sind auI Grund  von  Arbe i ten  v o n  
~VIcCONNELL 1~, ]V[cGARVEY TM und russischen Auto ren  4 
verst i indl ich.  Diese Arbe i ten  ergaben,  dass die Linien-  
bre i te  und  d a m i t  die AuflSsung der  H F S  der  E S R - S i g n a t e  
wttssriger L6sungen yon  K o m p l e x e n  pa ramagne t i sche r  
Ionen  v o n d e r  Symmet r i c  und der  In tens i t i i t  des Ligand-  
feldes abhgngig  ist t4 

Die L iganden  P Y R  lassen sich auf  Grund  der  un te r  
gleichen Bed ingungen  e rmi t t e l t en  Geschwindigkei ten  
d [ P H E N ] / d t  in zwei Gruppen  eintei len:  I n  L6sungen,  die 
Pyr id in  oder  Imidazo l  enthal ten ,  verltLuft die O x y d a t i o n  
e twa urn einen F a k t o r  5 langsamer  als in solchen, die 
Picotin, Lu t id in  oder  Collidin en tha l ten .  Wi r  un te r such ten  
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Fig. 2. ESR-Signale der ReaktionslSsung unter O~-Ausschluss, auf- 
genommen bei -- I50°C. a, bei Reaktionsbeginn; b, nach etwa 2 rain; 
c, bei Stillstand der Reaktion, etwa 30 min nach Reaktionsbeginn 
(vgl. Figur 1), [Cu2+]to t = %5.  lO-4M, [H~B]to t = 10-SM, [Pico- 
lin]:ot = 0,2M, pH = 6,1. (In O2-durchspfilter LOsung ist wtihrend 

der Reaktion immer das Signal a zu beobachten.) 

nun, wie das E S R - S i g n a l  yon  L6sungen der  Cu ~+ (pYR)-  
Komplexe  durch  Zugabe yon  o -Pheny lend iamin  ([H, ]3] 
wie bei den Oxyda t ionsve r suchen  kleiner  als 10-~M) be- 
einflusst  wird,  und  fanden  in den zwei Gruppen  wiederum 
ein unterschiedl iches  Verha l ten .  ])as Signal  yon  LSsungen 
der  Cu~+-Komplexe mi t  Pyr id in  (Figur  3b) bzw. Irnidazol 
wird durch  Zugabe yon  H , B  n ich t  beeinflusst .  Pyridin 
bzw. Imidazo l  werden  demnach  nur  in sehr geringern 
Ausmass  durch  H , B  aus den Cu2+-Komplexen ver- 
d r ang t  1~. I n  den Reakt ions t6sungen liegen deshalb nut  
sehr  kleine Konzen t r a t i onen  an Cu (H,B)~+ bzw. an  Misch- 

c ~ ~ r e i e s  Elek#on 
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d 

Fig. 3. ESR-Signale w~ssriger LSsungen vor~ Cu2+-Komplcxen, aufge" 
nommen bei -- 150°C. a, ECu2+]to ~ = 4. I0-4M, [H~B]¢o t = 5-10-~M, 
pH = 5,50; b, [Cu2+]t0 t = 4-10-4M, [Pyridin]to l = 0,2M, pH = 5,85; 
c, [Cu2+]to¢ = 4.10-~M, [Collidin]tot = 0,2M, pH = 7,30; d, 
[Cu~+]m L = 4.10-4M, [Collidin]t0t = O,2M, [H2B]tot = 5 • 10-~M, 

pH = 7,30. 

lo Die Apparatur liefert als Signal die erste Ableitung der ESR" 
Absorptionsspektren. 
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komplexen (H,B)Cu2+(py1R) vor. Die Signale der LS- 
SUngen yon Komplexen mit  den tibrigen Liganden, 2- 
Picolin, 2, 6-Lutidin und 2, 4, 6-Collidin (Figur 3c), werden 
dagegen durch Zugabe yon H,B stark ver~ndert (Figur 
3d), was darauf hinweist, dass in der innersten Koordina- 
tionsph&re des Cu ~+ wesentliche Ver&nderungen eintreten. 
Die Liganden PYR werden hier teilweise durch H~B aus 
den Komplexen verdr~ngt. Ein Vergteich mit  Figur 3a 
zeigt, dass sicher nicht  ausschliesslich Cu2+-orPhenylen - 
diaminkomplexe gebildet werden. Das Signal Figur 3d 
diirfte demnach den Mischkomplexen (H~B)Cu~+(Collidin)~ 
(P=  1,2) entsprechen. Die Oxydationsgeschwindigkeit 
d[PHEN]/dt nimmt  also bei Erh6hung der Konzentration 
an Mischkomplexen (H,B)Cu*+(PYR) zu. Je gr6sser das 
yerm6gen, solche Mischkomplexe zu bilden, umso gr6sser 
1st die katalytische Wirkung der Komptexe Cu~+(PYR). 
Dieser aus den ESR-Messungen folgende Zusammenhang 
ZWisehen der Reaktionsgeschwindigkeit und der Kom- 
plexbildung des Substrats H~B mit  dem ~aktiven Zen- 
trump) des katalytiseh wirksamen Komplexes steht in 
l~bereinstimmung mit den Ergebnissen kinetischer Unter- 
Suchungen ~8. 

Sz~mmary. Cu2+-complexes with different monodentate 
ligands PYR, e.g. pyridine, 2, 4, 6-collidine and imi- 

dazole, catalyse the oxidation of o-phenylenediamine 
(H~B) to 3, 5-dihydro-2-amino-3-iminophenazine (PHEN) 
by O v Investigation of the electron paramagnetic reso- 
nance during reaction gives interesting details on the 
function of Cu ~+ as a catalyser. The formation of mixed 
complexes (H~B)Cu~+(PYR) and its influence on the reac- 
tion rate d[PHENS/d/ is demonstrated. In  the rate- 
determining reaction, Cu ~+ is reduced to Cu+, which is 
reoxidized by O~. During reaction the ratio [Cu2+~/[Cu+] 
is determined by  means of e.p.r, measurements. 

K. W/STHRICH, H. LONLIGER 
und S. FALLAB 

Institut /i~r anorganische Chemic, Universit~t Basel und 
Physiklabor der Ciba ziG, Basel (Schweiz), 
27. August 196d. 

~s Herr Prof. Dr. P. HUSER hat uns in entgegenkommender Weise 
die ESR-Apparatur zur Verfiigung gestellt. Hierftir sei aueh an 
dieser SteUe bestens gedankt. 

Die I so l i erung  von  Cort i so l -21-su l fa t  aus  d e m  
U r i n  v o n  C u s h i n g p a t i e n t e n  v o r  u n d  n a c h  

totaler  A d r e n a l e k t o m i e  

In  einer frtiheren Untersuchung an einem Nebennieren- 
gesunden Mann konnte gezeigt werden, dass Cortisol-21- 
sulfat in  geringen Mengen im Blnt  und im Urin nachzu- 
Weisen war I. Das Verschwinden dieses Steroidkonjugates 
aus dem Urin w~hrend einer intraveniSsen Infusion yon 
Ireiem Cortisol war iiberraschend und waft erneut die 
l~rage nach den Bildungsorten yon Cortisol-21-sulfat auf. 
Der Nachweis yon Cortisol-21-sulfat im Urin total 
adrenalektomierter Cushingpatienten unter  oraler Sub- 
stitution mit  freiem Cortisol, der im folgenden kurz dar- 
gesteUt werden soil, t~tsst den Schluss zu, dass dieses 
Steroidderivat auch extraadrenal entsteht.  

Material, Methodik und Resultate. Es standen drei Pa- 
t ienten zur Verft~gung. Pat.  No. 1: 32ji~hriger Mann. 
Totale Adrenalektomie 1962 wegen Cushingsyndrom. 
Pat. Nr. 2: 22jAhrige Frau. Ausgeprggtes Cushingsyn- 
drom. Untersuchung vor und vier Wochen nach totaler 
Adrenalektomie im November 1963. Pat.  Nr. 3: 30j/ihrige 
tq'rau. Ausgepr~gtes Cushingsyndrom. Untersuchung vor 
der Adrenalektomie. Es wurde jeweils ein kompletter 24- 
Stundenurin aufgearbeitet. Die Substi tution der adrenal- 
ektomierten Pat ienten Nr. 1 und 2 bestand am Versuchs- 
tag in 200 mg Cortisol oral. 

Die freien Steroide des Urins wurden dutch Extraktion 
mit 3 × 300 ml Chloroform eliminiert. Anschliessend er- 
folgte eine Extrakt ion mit  2 × 1 Vol Athylacetat :Bu-  
tanol (3: 1, v/v). Nach Einengen des Extraktes ira Rota- 
tionsverdampfer wurde er im Vakuum unter  einem 
Stickstoffstrom zur Trockne gebracht. Die erste Reini- 
gung des Extraktes wurde mit  Hilfe einer pr~parativen 
~Papierchromatographie durchgefiihrt (Technik: Verteilen 
tier Extraktmenge auf 10 his 20 B6gen Schleicher & 

Sch/ill Papier 2 0 4 3 b  in je 1 ml • thylacetat :Butanol,  
3:1. Bogenbreite 19 cm, L~nge 42 cm. 15stiindige l)ber- 
laufchromatographie im System SI 2, CortisoI-21-sulfat 
als Standard parallel laufend). 

Nach Lokalisation des Standards mittels UV-Kontakt-  
photo und Methylenblaureaktion wurde die entsprechende 
Urinzone mit  20% Methanol eluiert. Nach Vereinigung 
dieser Eluate  erfolgte eine zweite Reinigung dutch die 
gleiche pr~tparative Papierchromatographie wie oben be- 
sehrieben. Die Extrakte  waren jedoch schon so rein, dass 
sie nu t  auf zwei his drei grosse B6gen verteilt zu werden 
brauchten. Die in dieser Weise gereinigten Extrakte wur- 
den in jeweils 0,15 ml Nthylaceta t :Butanol  (3:1, v/v) 
aufgenommen und erneut  in System SI auf. mehreren, 1,5 
cm breiten Streifen chromatographiert (Laufzeit 13 h; 
Lokalisierung der FIecken mittels UV-Kontaktphoto und 
Methylenblau). Die Rf-Werte des Cortisol-21-sulfat- 
Standards und der unbekannten  Substanz aus dem Urin 
waren identisch (0,33). Nach Elution der Urinzonen 
wurde eine weitere Papierchromatographie im System 
Butylacetat  - Toluol - Butanol ] 4n NH 4 • OH-Methanol 
(60 : 30 : 10/50 : 50, v/v) s angeschtossen. Nach einer Lauf- 
zeit yon 3 h betrugen die Rf-\¥erte tfir den Standard 0,15, 
fiir die unbekannte  Substanz aus dem Urin 0,20. Beide 
zeigten eine positive Methylenblaureaktion und ein UV- 
Kontaktphotogramm. Nach Elution und Eindampfen der 
Extrakte  wurden sie in jeweils 2 ml H~O aufgenommen. 
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