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76. Autoxydation von Cu'-Komplexen IV?)

Der Einfluss der mehrzihnigen Komplexbildner Histamin, Histidin,
Carnosin und Histidylhistidin

von A. Zuberbiihler

Institut fiir anorganische Chemie, Universitit Basel, Schweiz

(24. XII. 69)

Summary. The autoxidation of the Cul-complexes with the chelating ligands histamine, histi-
dine, carnosine, and histidylhistidine has been studied spectrophotometrically using a stopped
flow setup. The reaction of these complexes is in general very rapid compared with the reactions of
complexes of unidentate ligands studied earlier. I1 seems that for rapid autoxidation the formation
of a Cull-like quadricoordinated transition state must be easy, and when the same number of
similar ligand atoms are bound in the cuprous complex sterical factors seem to play an important
role.

In unseren bisherigen Arbeiten iiber den Mechanismus der Autoxydation von
Cul-Komplexen mit einbasischen Stickstoffliganden [2] [3] sowie des Cuj,-Ions [1]
wurde als Hauptergebnis festgestellt, dass die Redoxreaktion: a) in Einelektronen-
schritten und iiber ein quasireversibles O,-Addukt verlduft, b) bei pH > 3 pH-unab-
hingig und bei pH < 3 protonenkatalysiert ist, und ¢) zum raschen Ablauf einen
Ubergangszustand benétigt, in welchem die vierfache Koordination einer Cu?t-
Partikel schon vorgegeben ist. Wie wegen seiner nahen chemischen Verwandtschaft
mit dem Ag+*-Ion zu erwarten ist, neigt einwertiges Kupfer nur wenig zur Ausbildung
von Chelaten mit mehrzahnigen Donorliganden. Trotzdem kann die stéchiometrische
Zusammensetzung und Stabilitét solcher Partikeln anhand von pH-Titrationskurven
ermittelt und ihre Struktur auf Grund komplexchemischer Uberlegungen diskutiert
werden, wie dies in [4] an einigen Beispielen dargelegt wurde.

In der vorliegenden Arbeit wird untersucht, wie weit einerseits die an einfachen
Systemen gewonnenen Vorstellungen tiber die Autoxydation des einwertigen Kupfers
an Komplexen mit den mehrzihnigen Liganden Histamin (Hi), Histidin (His),
Carnosin (Car) und Histidylhistidin (HisHis) bestédtigt und andererseits die beobachtete
Kinetik Riickschliisse auf die Natur der in Losung vorhandenen Partikeln zu ziehen
erlaubt.

Es diente wiederum eine ca. 0,15m Losung von Cu(CH,CN),CIO, in CH,CN als Ausgangspro-
dukt fiir Cul. Die Liganden Hi, His, Car (alle Flnka) und HisHis (Kock & Light Lab.) der Qualitit
puriss. oder p.a. wurden ohne weitere Reinigung verwendet. Als Puffersubstanzen dienten 2, 6-
Lutidin, 2,4,6-Collidin (beide Fluka) und TRIS (Merck).

Alle Messungen wurden bei 20° und einer Ionenstirke I = 0,2 durchgefiihrt. Die Stabilitits-
konstanten der Histamin- und Histidinkomplexe wurden wie in [4] bestimmt durch Analyse von
pH-Titrationskurven mit Hilfe eines Digitalcomputers 1BM 1620 am Rechenzentrum der Univer-
sitit Basel. Der Sauerstoffverbrauch pro Cul wurde an einem Oxygraphen gemessen: priméircs

1y III = [1].
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Reduktionsprodukt von O, ist stets HyO,. Die Kinetik der Autoxydation wurde mit Hilfe eines

Stopped-Flow Instrumentes Durrum D 110 verfolgt (fiir technische Einzelheiten s. [1] [4]).
Resultate. — Histaminkomplexe. Die Komplexbildung zwischen Histamin und Cu!

kann durch die drei Massenwirkungskonstanten K; — K5 (1) beschrieben werden?);
K, = [Cul] - [HiH+]/[CuHiH2+],
K, = [CuHiH?+] - [HiH+}/[Cu(HiH)3+], (1)
K, = [CuHit] . [H+]/[CaHiH2+] .

den Partikeln CuHiH?+, Cu(HiH)}+ sowie CuHi* lassen sich die Strukturen I, Ila
bzw. III zuordnen. Die unter den Bedingungen [Cull,,, = 7,45 - 10—y, [CH,CN] =
0,375M aus 7 Titrationskurven mit [Hi],,, = (0,98 — 9,8) - 10-3M erhaltenen Konstanten
sind zusammen mit Daten aus [4] und den Werten fiir Histidin in Tab. 1 zusammen-
gefasst.

H H H H H H H H
Lo [ L] L1
N N—C_ _C-N N-C
Cut—N | ON-cut-NT_ N—Cu+._
SC=C-H H-C=C C=C~H  H-C=C NH
| | o ~ a
CH, CH, CH, H,C CH,
! | |
CH, CH, CH, I
| | | |
+NH, +NH, (NH,) +NH,
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Tabelle 1. Sdure- und Komplexdissoziationskonstanten von Histamin und Histidin

Ligand pKi pKL! PK,®) pK,?) pKy®)

Histamin 6,251) 10,021) 3,55b) 2,88b) 7,941)
6,08¢) 9,849 3,719 3,61°) 7,68¢)

Histidind) 6,15 9,15 3,65 3,25 6,60

8) vgl (1); P) [CH,CN] = 0,372M; € s.[4], [CH,CN] = 0,186M; 9) [CH,CN] = 0,076

Eine Deprotonierung von Cu(HiH)3* (ITa) zu CuHi - HiH2+ (I1b) oder gar CuHi,t+
wird nicht beobachtet, selbst wenn versucht wird, durch mehr als zehnfachen Ligand-
itberschuss die Bildung von I und III zu unterdriicken. Die Freisetzung der priméren
Aminogruppe fiihrt also ausschliesslich zu CuHi*. Das ist nur zu verstehen unter der
Annahme, dass die Aminogruppe in CuHit am Metall-Ion koordiniert ist (IIT), wie
dies auch durch die Abhéngigkeit von K5 von [CH;CN] bestitigt wird (vgl. Tab. 1).

Der Einfluss folgender Parameter auf die Autoxydationsgeschwindigkeit wurde
studiert: [O,], [Cul], [Hi],,, und pH. Wie gewohnt ist die Reaktion von erster Ordnung

%) Als Cul (im Gegensatz zn Cu:q) bezeichnen wir alle solvatisierten Formen des oxydativ einwer-
tigen Kupfers, in unseren Systemen in erster Linie Cu(CH4CN),+ und Cu(CH4CN)y+ [1]. Die
Werte der Konstanten X, — K, sind naturgemadss nur fiir eine bestimmte CH,;CN-Konzentra-
tion giiltig, erlauben jedoch die Berechnung der Partikelverteilung unter den bei den Autoxy-
dationsversuchen eingehaltenen Bedingungen.
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in bezug auf [0,] und {Cul}. Die Abhingigkeit der Autoxydationsgeschwindigkeit vom
pH und von der Konzentration des Liganden ist in den Fig. 1 bzw. 2 graphisch darge-

Fig.1. pH-Abhdngigkeit der Autoxydation von Cul-Histamin-Komplexen
[Cullyys = 5,74 - 10, [Hil,,, = 4,9 - 1073, [CH,CN] = 0,372; theoretische Kurve nach
(2), experimentelle Punkte mit Lutidin- (©), Collidin- (O} bzw. TRIS-Puffer ((7J)

t
4 log kz,u;

3 ©o o
log [Hilm
-3 -2 E ~1
| 1 1

Fig.2. Ligandabhingigheit dev Autoxydation von Cul-Histamin-Komplexen

[Cull,,; = 2,87 - 104, [CH,CN] = 0,186, pH = 6,90; O experimentelle Punkte, theoretische
Kurven nach (2) mit pK; = 7,68 (-~ - ~ -} bzw. 7,45 ( )

stellt. Mit Lutidin und Collidin werden gleiche Geschwindigkeiten erhalten, ein Ein-
fluss des Puffers ist nicht festzustellen, wiahrend in TRIS die Reaktion wesentlich
rascher verliuft.

v = —d[O,)/dt = k¥ ;- [O] - [Cu'],y =
= [Oa] - (ks cuqrin, - [Cu(HIH)E + &, cpy[CuHi"]) . 2
Die Resultate in Collidin und Lutidin kdnnen durch das Geschwindigkeitsgesetz (2)

wiedergegeben werden (ausgezogene Kurve in Fig. 1). ks cypaim), Und Ry cuni berechnen
sich zu 1,15 -103M-1s-! bzw. 2,6 - 10¢ M-1 s,
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Der hochste in TRIS gemessene Wert fiir ¥ ; (vgl. (2)) betrdgt 7,5 - 10 M~ s~*
und ist identisch mit der durch die Messtechnik gegebenen Limite.

Die Abhingigkeit der Autoxydationsgeschwindigkeit von der Konzentration des
Liganden bei pH 6,9 in 0,186M CH,CN und Lutidinpuffer (Fig. 2) bestatigt die (2)
zugrunde liegenden Hypothesen. Die Reaktionsgeschwindigkeit nimmt mit steigender
Ligandkonzentration nicht zu, wie bei Cu'-Komplexen mit Monoaminen {2] [3],
sondern ab. Dies bedeutet, dass die Konzentration der gegen O, reaktivsten Partikel
(CuHit) durch Ligandiiberschuss erniedrigt wird (Bildung von Cu(HiH)3+). Mit dem
Tabellenwert von pK, (7,68) und den anhand der pH-Abhingigkeit berechneten
Geschwindigkeitskonstanten wird die unterbrochene Kurve in Fig. 2 erhalten. Um zur
ebenfalls eingezeichneten «besteny Funktion zu kommen, muss pK, um 0,2 log Ein-
heiten erniedrigt (oder log &, .y erhoht) werden. Dies ist aber im Hinblick auf die
Streuung der Ergebnisse verschiedener MeBserien (vgl. Fig. 2) zu verantworten. Die
obige Argumentation wird dadurch ohnehin nicht betroffen, denn die experimentellen
Punkte zeigen den verlangten Einfluss der Ligandkonzentration deutlicher als auf
Grund des nicht angeglichenen K-Wertes zu erwarten wire.

Die Autoxydation der Cul-Histaminkomplexe kann schematisch durch (3) darge-
stellt werden. Sauerstoffaddukte liessen sich nicht nachweisen, doch diirfen sie auf

K, + HilHt, K,
Cul4+ HiH* T—> CuHiH*

> Cu(HiH)}*
~ HiH+

K,

IS H* + O2lk2,Cu(HiH)z

. + 00 by cupri
CuHit ————" » Produkte (3)

{

— TRIS T'
0, |

+2j

| Cu*.Hi - TRIS

+TRIS

Grund der bisherigen Erfahrungen [1] [3] als labile Zwischenprodukte angenommen
werden.

Histidin bildet mit Cu! Komplexe gleicher Zusammensetzung [5] und dhnlicher
Stabilitat wie Histamin. Die Kinetik der Autoxydation wurde unter folgenden Be-
dingungen studiert: {O,},,, = 0,6 - 10-3, [Cul],,, = 0,72 - 10-3, [CH,CN] = 0,186,
[His],,, = (1,0-10,8) - 10-3 und pH = 5,8-8,0 (Lutidin- und Collidin-Puffer).

Der 1:1-Komplex CuHis autoxydiert sich mit &, cyms = 4,5 - 10* M~! 571 bis auf
einen Faktor 2 gleich rasch wie der entsprechende Histamin-Komplex CuHi+ (ks cyu; =
2,6 - 104). Durch Erhéhung der Ligandkonzentration erniedrigt sich wiederum die
Reaktionsgeschwindigkeit, die Konstante %, c,uisy), des 1:2-Komplexes lasst sich zu
(0,7-1,5) - 10® M1 s~ bestimmen (& (cypimp, = 1,15 - 103 M1 71},

Die Carboxylgruppe, die Histidin zusétzlich gegeniiber Histamin besitzt, beein-
flusst also weder die Komplexbildung mit Cu! noch die Autoxydation der entsprechen-
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den Partikeln wesentlich. Sie muss wiahrend des Redoxprozesses vom Metall-Ion weg
in das Losungsmittel gerichtet sein.

Carnosin (8-Alanyl-L-Histidin) und Histidylhistidin bilden mit Cu?* sehr stabile
Chelate [6] [7], so dass die thermodynamische Gleichgewichtslage stark zugunsten der
hoéheren Oxydationsstufe verschoben ist. Es stellt sich die Frage, ob mit diesen Ligan-
den auch leicht ein «Cu?+ihnlicher» Ubergangszustand (vgl. [3]) gebildet wird und
ob sich die Cu'-Komplexe vielleicht noch rascher autoxydieren als jene mit Hi und
His. Car und HisHis bilden mit Cu! eine gréssere Zahl von Komplextypen [4], deren
Struktur allerdings noch nicht feststeht. Durch Variation des pH &dndern sich die
relativen Konzentrationen stark, was erlaubt zu entscheiden, ob einzelne der Partikeln
besonders rasch mit O, reagieren.

Unter den Versuchsbedingungen [O,],, = 0,6 - 10-3, [Cul],, = 0,72 - 1073,
[CH,CN] = 0,186, [Car] bzw. [HisHis] = (0,75-1,5) - 10-3 verliuft die Reaktion iiber-
raschenderweise bis hundertmal langsamer als mit Histamin oder Histidin als
Liganden. Die bimolekularen Geschwindigkeitskonstanten sind zusammen mit den-
jenigen fiir Hi und His in Tab. 2 zusammengestellt. %y ¢, und & g variieren von

Tabelle 2. Geschwindigkeitskonstanten 2.Ovdnung der Autoxydation von Cul-Komplexen mit Hist-
amin, Histidin, Cavnosin und Histidylhistidin

Komplex ko i Komplex ky

Cu(HiH)3+ 1,15-103m-1s1 CuHis 4,5-104 M 1st
CuHi+ 2,6 -10im-1g? Cu+/Car 130-600M~1s13)
Cu(HisH),+ ca. 103m~'st Cu+[HisHis 100-310m~1 s~1D)

3y pH = 6,7-8,7; b) pH = 6,3-8,5 (Lutidin- und Collidinpuffer)

130 (pH 6,7) bis 600 M—1s~! (pH 8,7) fiir Carnosin und von 100 (pH 6,3) bis 310 M—1s!
(pH 8,5) fiir HisHis. Ob das molare Verhiltnis Metall: Ligand 1:1 oder 1:2 betrigt,
spielt keine wesentliche Rolle. Damit steht fest, dass sich keine der potentiometrisch
nachgewiesenen Komplexpartikeln mit Car oder HisHis durch eine hohe Reaktivitit
gegen O, auszeichnet. Gegeniiber dem Einfluss der thermodynamischen Gleichge-
wichtslage ist die Struktur der in Lésung gebildeten Cul-Komplexe fiir die Geschwin-
digkeit der Elektroniibertragung entscheidend.

Diskussion. — Betrachten wir zunichst die Reaktivitit der drei Komplexe
CuHiH?+, Cu(HiH)$*+ und CuHi+*: Der erste, CulHiH?* (I), der in wisserigem CH,CN
genauer als Cut - CH,CN - HiH+ zu formulieren wire, liefert wie die analog koordinierte
Partikel Cut - CH,CN - Im [3] unter unseren Versuchsbedingungen keinen messbaren
Beitrag zum Sauerstoffverbrauch. Cu(HiH)3+ (I1a) ist sterisch sicher ebenfalls dhnlich
gebaut wie der entsprechende Imidazolkomplex Cu(Im),*t. Wir finden jedoch keine
Erhohung der Autoxydationsgeschwindigkeit durch iiberschiissigen Liganden, wie
dies mit Im der Fall ist [2] [3]. Elektroniibertragung in einer Partikel der Zusam-
mensetzung Cul,0, (IV) ist deshalb fiir L = Hi nicht signifikant. ITa autoxydiert sich
mit Ry coqmim, = 1,15 108 M~ 571 etwa 80mal rascher als Cu(Im),* (&g, 1, = 14 M~1s71)
{3]. Vielleicht tritt die mit N-Methylimidazol (Melm) beobachtete Erhohung der
Reaktivitit durch Substitution am Imidazolkern (kg mer, = 105 M1 s71) [3] bei

43
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Histamin noch verstirkt in Erscheinung, oder Cu(HiH)$+ bildet zunichst ein labiles
O,-Addukt, worin die Elektronenverteilung um das Zentralatom gegeniiber 1la so
verindert ist, dass sie unter Deprotonierung einer Ammoniumgruppe und Chelat-
bildung zu V weiterreagiert. Cu! ist in V dhnlich koordiniert wie im mit einzihnigen
Liganden gebildeten Addukt CuL,0,* und sollte deshalb ausgeprigte Tendenz zu
Elektroniibertragung besitzen.

H H H H H H 3
L 9=© Lo p 9%©
1 L N—C | C—N N—-C !
Sy AN ™ ]
Cut N—Cut- N /N——Cu+——L
L o H-C=C" “NH, C=C-H H-C=C “NH,
o ~ -~ . -
H,C CH, CH, H,C——CH,
v v in, VI
|
+NH,

Um einen Faktor 25 rascher als Cu(HiH)3+ reagiert der 1:1-Komplex CuHi* (I1I)
mit O,. In IIT ist eine lineare Anordnung der Gruppe N-Cut-N nicht moglich,
der entsprechende Winkel kann héchstens 100-120° betragen. Die hohe Reaktivitit
von CuHit zeigt, dass die Autoxydationsgeschwindigkeit von Cu!-Komplexen
empfindlich von sterischen Faktoren abhingt. Die in TRIS-Puffer beobachtete
Erhéhung der Reaktionsgeschwindigkeit spricht dafiir, dass das aus I1I abzuleitende
Sauerstoffaddukt im Ubergangszustand eine 4. Koordinationsstelle besetzt hat (VI).

Die Cul-Histidinkomplexe reagieren in jeder Hinsicht gleich wie diejenigen mit
Histamin. Das steht in einem gewissen Widerspruch zur Feststellung, dass chelat-
bildende Carbonsiuren die Redoxreaktion ausserordentlich beschleunigen [1] und ist
ein deutliches Anzeichen dafiir, dass His ausschliesslich iiber den Imino- und Amino-
stickstoff koordiniert.

Beim 1:1-Komplex VII mit Car ist eine III entsprechende Struktur unmdglich,
da die Aminogruppe des Histidinrestes die Peptidbindung aufbaut. Auch eine Unter-
stiitzung des Elektronenabtausches in einem IIa analogen 1:2-Komplex ist ausge-

H H H-N—C—H CO0-  H-C—N-H
] /1N | 4 o5 N\
N--C H--C C-CH;~CH—CO—NH—-CH—CH,—C C--H
I \N—Cu*' \N/ | \N/

~ NH, VIII ]

H‘CZC\ + S Cut

CH NH, Cut u
P |
-00C-CH CH,
N -
NH-C-—-CH, VIl
fl
@]

schlossen. Bestenfalls kann ein Zehnring-Chelatkomplex auftreten. In dieser Partikel
erlaubt die Zahl der Ringglieder eine weitgehend lineare Anordnung der Ligand-
gruppen, was fiir eine rasche Reaktion ungiinstig ist [2] [3]. 1 Histidylhistidin kann
bis 2 Cu! in Lésung halten. Gleichgewichtsmessungen lassen bei htherem pH auf einen
binuclearen Komplex VIII schliessen. Ein an den Imidazolkern 1 gebundenes Metali-
Ion sollte sich auf Grund der Ergebnisse mit Histamin sehr rasch (k, > 10¢M~1s71)
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autoxydieren. Der gefundene Wert %, ~ 10+2 M-! s-1 ist nur vertriglich mit der
Koordination von Cu! am Kern 2. Gleichgewichtsmessungen hétten hieriiber natur-

gemiss keine Aussage erlaubt.
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Erratum

Helv. 52, 2278 (1969), Abh. Nr. 229 von F. Briischweiler, K. Stockel & T. Reich-
stesn, lies in Tabelle 1, Titel der Kolonne 4: [2¢] anstatt [2d], desgleichen auf

S. 2279, 5. Zeile von oben.
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