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Die Anwendung dieser modellmissigen Betrachtung
erlaubt nun interessante Feststellungen hinsichtlich des
Metallionen-Haushalts in Organismen.
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Der Cu-Gehalt im Plasma des Menschen wird zu
100 4- 10 - 10-¢ g/100 ¢m? angegeben!. Das entspricht
einer Konzentration von 1,6 -+ 10~% mol/l. Bei einem Ge-
samt-Proteingehalt von 6% und unter der Annahme
eines mittleren Molekulargewichts von 90000% ergibt
sich eine Proteinkonzentration von 6,7 - 10~2. Da, wie
KorcaLin? gezeigt hat, ein Proteinmolekiil zwei Metall-
ionen bindet, so wird die Konzentration der zur Metall-
komplexbindung befihigten Molekiilreste R rund
1,3+10-3%. Unter der Voraussetzung eines mittleren
log-k*-Wertes von — 3,0 findet man dann beim pH 7 fiir
das Verhiltnis gebundenes Metall zu freiem Metall
| RMe?*+ |/| Me®t | = 13, Das bedeutet, dass die im Plas-
ma vorhandenen Cu** zur Hauptsache an das Protein
gebunden sind.

. Die Konzentration der im Plasma frei vorkommenden

Cu?t wire demnach etwa 10-% Es ist anzunehmen, dass

dies einem Gleichgewichtszustand entspricht, der durch

den stédndigen Zufluss neuer Metallionen von aussen auf-
rechterhalten wird.

Die Abweichungen des Kupferspiegels im kranken
Organismus gegeniiber der Norm k&nnen erhebliche
Werte erreichen. So kann im Falle einer Leukimie und
einiger Infektionskrankheiten die Cu-Menge im Plasma
verdoppelt werden®. Fasst man diese Erhohung des
Kupferspiegels als eine Erhohung der Kupferkapazitit
des Systems bei gleichbleibender Cu-Zufuhr von aussen
— das heisst bei gleichbleibender Konzentration an freien
Cu?t — auf, so kann dies durch verschiedene Faktoren
bedingt sein:

1. Durch eine Erhohung des pH um 0,3 Einheiten.

2. Durch eine Anderung im mittleren k* des Systems
um einen Faktor 2 durch Auftreten stirkerer Kom-
plexbildner.

3. Durch eine Verkleinerung des mittleren Molekular-
gewichts der Cu-bindenden Proteine.
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Summary

The affinity of H* and various metal-ions towards
complexing agents of biological importance is charac-
terised by the formation constant 2*. The binding state
of Cu?t in human plasma is discussed and the amount of
free Cu®t is estimated to about 10~¢ moles per liter.

The Steric Course of Hydrogenation
of A4 and A5 Steroids!

In order to rationalize and predict the steric course of
catalytic hydrogenation occuring close to room tempera-
ture and atmospheric pressure there has developed the
notion of a simultaneous cis attack on the least hindered
side of the unsaturated substrate by hydrogen adsorbed
on the catalyst surface? In the text below the current
concepts of axial® and equatorial analysis? have been
applied to the hydrogenation of carbon to carbon double
bonds.

The favored steric course of reduction passes through
the most stable intermediate complex®. This complex I,
a quasi six-membered ring (axial bonds are solid lines,
equatorial bonds are broken lines) is held together by
partial bonds® between two active centres on the cata-
lyst?, two hydrogen atoms, and the two originally un-
saturated carbon atoms. Entering hydrogen, which is
axial, is sterically hindered by meta cis axial substituents
of the substrate, while hindrance to new equatorial
hydrogen is neglected. This hindrance to the new hydro-
gens is termed the primary steric factor. Another steric
factor called the secondary steric factor is the interactions
between rings and substituents as the molecule assumes
its reduced form. This latter steric factor is usunally but
not necessarily of minor importance,

Catalytic reduction of 4* steroids has been considered
usually to give an excess of 4/B cis compounds?®, while
reduction of 4% steroids invariably yielded a prepon-
derance of A/B trans products®. Thus hydrogenation
of cholestene-41? in a neutral medium gave principally
coprostane (4/B cis), while in a similar reduction of
cholestene-51, cholestane (A4/B trams) was the main
product,

Structures II and III represent the two possible
complexes for the reduction of A% steroids. Barront
deduced the conformations for the 4/B cis and 4/B
trans steroids with a maximum number of rings in the
chair form. In the 4/B trans series only one conforma-
tion is possible as the frans substituents at C.5 and C.10
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are each axial to rings A and B. A decision must be made
between the two possible all chair conformations for the
A/ B cis steroids. In one conformation the angular methyl
group at C.10 is simultaneously axial to ring B and
equatorial to ring 4, while the hydrogen at C.5is axial
to ring A and equatorial to ring B. In the other possible
conformation the axial and equatorial relationships are
reversed at C.5 and C.10. Since B/C ring fusion is frans
the hydrogen at C.9is axial toring B and the an#i angular
methyl group at C.10 must be axial to ring B. Thus the
choice for the A/B cis steroids is the former of the two
conformations. In II, as the new hydrogen at C.4 is
equatorial, the primary stevic factor is only due to the
new hydrogen at C.5 which is axial to rings 4 and B. The
meta cis axial substituents causing the hindrance are
axial hydrogens at C.1, C.3, C.7 and C.9. Similarly, the
primary steric factor in III only includes the axial hydro-
gens at C.1 and C.3. From this analysis III is the most
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stable intermediate, in agreement with the A/B c¢is
product?.

The two possible complexes for the reduction of
cholestene-5 are shown by IV and V. In IV the primary
stevic factor is determined by the axial hydrogens at
C.1, C.3, C.7 and C.9, The primary stevic factor in V is
determined by the axial hydrogens at C.1, C.3 and C.8
and the angular methyl group at C.10. Thus IV is the
most stable intermediate in agreement with the 4/B
trans product?2.

Every analysis thus far has included axial hydrogen
at C.3. If a 3-keto group does not invalidate the analysis
for the remainder of the molecule the above prediction
should hold for 3-keto steroids being reduced by a 1,2
addition mechanism. Such continuity is illustrated by
the reduction of cholestene-4-one-32 to coprostanone
(A4/B ¢is) and cholestene-5-one-3 to a mixture of the C.3
epimers of cholestanol-3 (4/B #rvans)t This datum is
complicated as the A% double bond migrates easily to a
position in conjugation with the 3-keto group® In
agreement with the theory is the reduction of cholesterol
to 3-f-cholestanol (A/B trans)8, the stereospecificity
being aided by the 3-B-hydroxyl which is mefa, cis and
axial to a § incoming hydrogen at C.5.
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[15. V. 1955]

The primary stevic factor is more prominent in the A8
series because only in this series is the role of C.10 angular
methyl group significant. The secondary stervic factor for
both 4% and A% steroids may be approximated since in
the decalins frans fusion is morc stable than cis fusion®.
Other factors, such as bulky substituents, electronically
polarizable groups and the acidity of the medium may
either assist or oppose the primary stevic factor. As the
above considerations have not involved charged entities
the mechanism may be quite diffcrent when the proton
concentration of the medium is increased. BARTON’s
remarks on the influence of acidity on the steric course
and rate of hydrogenation of ketones are in keeping with
this concept?®.

The summation of both types of steric factors indicates
that the course of reduction determined by the primary
steric factor would be most easily reversed in the A4
steroids. Indeed it has been noted that while there are
examples when the reduction of A% gompounds leads
primarily to 4/B trans products, there has only recently
accumulated specialized instances of 4% steroids yielding
A/B cis compounds in preponderance® Hence under
acidic conditions, due to the intervention of a different
mechanism poorer yields of A/B c¢is and A/B trans
compounds may be obtained from A% and A% steroids
respectively. In agreement is: the reduction under acidic
condition of cholestene-4 to cholestane (A4 /B trans)*; the
improved yield of stigmast-22-en-3-one (4/B cis) from
the A* compound stigmast-4, 22-dien-3-one under alka-
line conditions®. The hydrogenation of several A%
steroids? (3-a-methoxycholest-5-ene, 3-a-acetoxycholest-
5-ene, 3-a-hydroxycholest-5-ene} gave principally 4/B
cis products in an acidic medium. Because in these
examples the 3a substituents would be mefa, cis and
axial to an « incoming hydrogen at C.5 a decision cannot
be reached as to whether the results were due to the
acidity of the medinm or the hindrance of the 3 « sub-
stituents which would compete with the angular methyl
group at C.10 when estimating the primary stevic factor.
It is of interest, as mentioned by LEwWIS and SHOPPEE,
that MARKERS® reported a quantitative yield of the 4/B
trans product from 3-z-hydroxycholest-5-ene for hydro-
genation in the absence of additional acid.

The author is indebted to Professor Wirniam 8. Jounson and
Dr, LELanp J. CHINN for stimulating discussion concerning this topic.

H.I HapLer

Division of Owncology, The Chicago Medical School,
Chicago 8, Ili., October 1, 1954.

Zusammenfassung

Bei der katalytischen Hydrierung von Steroiden mit
Doppelbindung in 4-Stellung entstehen iiberwiegend
A/B-cis-Verbindungen, wiahrend Doppelbindung in 5 vor
allem A/B-trans liefert. Dieser Unterschied wird mit
Hilfe der Konstellationsanalyse erkldrt: die als Zwi-
schenformen angenommenen Komplexe aus Substrat,
Wasserstoff und Katalysator weisen unterschiedliche
sterische Hinderung auf.
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Die Wirkung der Nukleinsduren
auf die Bakterienphagozytose der Leukozyten

In den letzten Jahren durchgefiihrte Untersuchungen
iiber Funktion und physiologische Eigenschaften der
Nukleoproteide zeigten immer deutlicher, dass diese
Eiwcisse in enger Beziehung stehen zu Fortpflanzung,
Vererbung und Wachstum?!. Desoxyribonukleinsiure ist
hauptsichlich im Zellkern, Ribonukleinsdure vorwie-
gend im Zytoplasma zu finden. MaNDEL, METAIS und
Cuny? wiesen nach, dass auch die Leukozyten Nuklein-
sduren enthalten. Zwischen den einzelnen Tierarten be-
steht in dieser Hinsicht kein signifikanter Unterschied.
Bei ortlichen Entziindungsprozessen werden infolge der
Ansammlung und des Zerfalls der Leukozyten die Ab-
bauprodukte der Nukleoproteide, vor allem die Nuklein-
sduren, lokal vermehrt. Daraus ergab sich fiir uns die
Frage nach der Wirkung der Nukleinsduren auf die
Bakterienphagozytose der Leukozyten. Zu ihrer Abkla-
rung haben wir in-vitro-Versuche an iiberlebenden Leu-
kozyten durchgefiihrt.

In unseren Experimenten verwendeten wir Ratten-
leukozyten, die nach steriler Bouillonimpfung aus der
Bauchhéohle der Tiere gewonnen wurden. Den Phago-
zytosegrad der Zellen bestimmten wir nach der Methode
von WriGHT. Das Phagozytosesystem bestand aus 0,5¢m3
Leukozytensuspension (1 mm?: 10000 Leukozyten),
0,1 cm® Rattenserum, 0,1 cm3 Bakteriensuspension
{1 mm3:10000000 Staphylococcus pyogenes aureus). Da-
zu wurde 0,1 cm3 ribonukleinsaures bzw. desoxyribonu-
kleinsaures Na verschiedener Konzentration oder, in den
Kontrollversuchen, physiologische Kochsalzldsung zu-
gesetzt. Das pH des Systems lag zwischen 7,0 und 7,2.
Das Gemisch wurde 60 min im Thermostaten bei 37°C
gehalten und alle 15 min durchgeschiittelt. Danach wur-
den Ausstrichpriaparate der sedimentierten Leukozyten
nach May-Grinwald-Giemsa gefarbt und fiir jeden Ver-
such ausgezihlt, wie viele Kokken von je 400 Leuko-
zyten phagozytiert worden waren. Statistische Aus-
wertungen ergaben eine Streuung ¢ < 4 9%. Um ver-
gleichbare Resultate zu erhalten, wurden die verschie-
denen Proben aus einem Versuch immer gleichzeitig be-
arbeitet und damit Unterschiede von Faktoren, wie
Zeit, Temperatur, Zellenzahl usw., ausgeschaltet.

Die Resultate unserer Versuche sind in Tabelle I und
11 dargestellt, wobei die absolute Zahl der von 400 Leu-
kozyten aufgenommenen Staphylokokken und, in
Klammer, die Abweichung vom Kontrollwert angegeben
werden. Nach unseren Befunden hat sowohl das ribo-
nukleinsaure Na wie das desoxyribonukleinsaure Na
eine phagozytoseférdernde Wirkung. Ein schwacher
Effekt lidsst sich schon in verhidltnismissig niedriger
Konzentration nachweisen. Ribonukleinsdure ergibt
in Verdiinnung von 1:100000 eine Zunahme von 10 bis
209,, Mittelwert 4+ 139%, in Verdiinnung von 1:10000
eine solche von 20 bis 37 %, Mittelwert 4+ 29%. Ahnlich
waren die Ergebnisse mit desoxyribonukleinsaurem Na.
Verdiinnung von 1:100000 bewirkte eine Zunahme der
Phagozytose um 14-189, Mittelwert + 149, Verdiin-
nung von 1:10000 zeigte einen verstirkten Effekt von
20 bis 429, Mittelwert + 33%. Wie aus den Tabellen
hervorgeht, erfolgten bei stirkeren Verdiinnungen keine
signifikanten Abweichungen vom Kontrollwert.

Auf Grund dieser Befunde kiénnen wir feststellen, dass
bei cntziindlichen Prozessen mit der phagozytoseftrdern-
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