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(Direktor: Prof. Dr. Dr. G. Weitzel) 

(6. VI. 1973) 

Zusammenfassung. Die Reaktion von 4’-Mercapto-acetanilid-acctat mit n-Butylamin sowie 
rnit Imidazol wurde bei pH 7,5 und 2 5 , O O  rnit Hilfe von Reaktionsspektren, Extinktionsdifferen- 
Zen-Diagrammen und Extinktionsdifferenzen-Quotienten-Diagrammen untersucht. Die Amino- 
lyse des Thioesters ist tspektroskopisch einheitlich )), die Imidazolyse verlauft in zwei linear un- 
abhangigen Reaktionen : Rildung und Hydrolyse von N-Acctyl-imidazol. 

Durch iormale Integration wurden die Geschwindigkcitskonstanten pseudo-erster Ordnung 
ermittelt. Unter physiologischen Bedingungen verlauft die Imidazolyse schneller, bei Beriicksichti- 
gung der pK-Werte muss jedoch das Amin als reaktiver betrachtet werden. 

Einleitung. - Die Acylubertragung von Thioestern auf Amino- und Imidazol- 
gruppen ist biochemisch allgemein von Interesse, u. a. als Modellreaktion zum Wir- 
kungsmechanismus der Acyltransferasen (E. C. 2.3.), z.B. der Acetyl-CoA: Glycin- 
N-acyltransferase (E.C.2.3.1.13) mit einer Aminogruppe als Acyl-Acceptor. Die 
Acylubertragung auf Imidazol wird insbesondere im Zusammenhang rnit der koope- 
rativen Wechselwirkung von SH- und Imidazolgruppen im aktiven Zentrum von 
Enzymen wie Papain diskutiert. Schneider [l] [Z] postulierte einen Reaktions- 
mechanismus zur enzymatischen Esterspaltung (Schema 1) , dessen erster Teilschritt, 
der nucleophile Angriff des Schwefels auf die Carbonylgruppe des Esters, bereits in 
mehreren Arbeiten naher untersucht wurde [3-61. Kinetische und praparative Un- 
tersuchungen [7-221 zu dem nachsten Teilschritt, dem intramolekularen Ac~d- 
transfer von S auf N, liegen ebenfalls vor. 

Ziel der vorliegenden Arbeit ist eine kinetische Analyse der Spaltung von Thio- 
estern in Gegenwart von Aminen oder Imidazol rnit Hilfe von Reaktionsspektren, 
Extinktionsdifferenzen-Diagrammen (ED-Diagrammen) und weiterer neuerer Aus- 
wertungsverfahren [23-271 am Beispiel des 4’-Mercapto-acetanilid-acetat (MAA), 
das wegen seines gut strukturierten UV.-Spektrums fur die genannten spektrosko- 
pischen Verfahren besonders geeignet ist . In  Annaherung an den physiologischen pH 
wurde ein Phosphatpuffer pH 7,5 als Reaktionsmedium verwendet. 

Material und Methoden. - Substanzen. 4‘-Mercapto-acetanilid-acetat (MAA) (Schuchavdt) 
wurde nach [28] aus thiophenfreiem Benzol und danach 2mal aus bidest. H,O umkristallisiert und 
unter Lichtausschluss im Vakuum aufbewahrt ; n-Butylainin puriss. Flzlka; Imidazol (BASF) 
wurde 3mal aus thiophenfreiem Benzol umkristallisiert ; Kaliumdihydrogenphosphat p.a. Riedel 
de Ha&; Dinatriumhydrogenphosphat . 2 H,O, Orthophosphorsaure, Natriumcarbonat und allc 
wciteren Substanzen p.a. Merck. 

1) 

__--__ 
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Schema 1 Mechanismus der durch Imidazol-SH- Verbindungen katalysierten Esterhydrolyse [l] 
(vgl. auch [Z]), R = C,H,NO,(p) 

Gerate und Methoden. pH-Messung : pH-Meter 22 Radiometer mit Radiometer-Elektroden 
G 202 C und K 401. Der p H  des Reaktionssystems anderte sich im Lauf von 2 bis 3 Std. max. 
um - 0,04. - Reaktionsspektren: Registrierendes Spektralphotometer Zeiss DMR 21 rnit tem- 
perierbarem Kiivettenhalter. - Mehrwellenlangen-Messungen fur ED- und EDQ-Diagramme so- 
wic UV.-Spektren der Einzelsubstanzen : Spektralphotometcr Zeiss PMQ I1 mit Doppelmono- 
chromator MM 12, Spaltautomatik und temperierbarem Kiivettenhalter. - Ktivetten: 1 cm 
Quarzkiivetten mit Teflonstopfen Hellma 110 QS. - Thermostatisierung : 25,O" f 0,05" mit 
Colora-Ultrathermostaten. 

Ansutze: 0 , l ~  Carbonatpuffer pH 9.1; 1 / 1 5 ~  Phosphatpuffer nach Sovelasen, pH 75, fur 
n-Butylamin; 2 1 1 5 ~  Phosphatpuffer nach Sorensen. p H  7,5, fur Imidazol. 3 ml Puffer wurden in 
den Kuvetten vorgelegt. In dic Messkuvette wurden 30,ul 6 * 10-3111 Losung von MAA in Methanol, 
danach 30 pl Z M  n-Butylamin oder 30 pl O , ~ M  Imidazol rnit Konstriktionspipetten eingespritzt 
und umgeruhrt. Auf pH 7.5 waren die Stammlosungen von Amin und Imidazol zuvor mit Ortho- 
phosphorsaure eingestellt worden. 

Auswertung. Alle Berechnungen wurden in FORTRAN IV programmiert und rnit einer 
Datenverarbeitungsanlage Control Data 3300 ausgefuhrt2). Die Geschwindigkeitskonstanten 
wurdcn nach der Methode der formalen Integration [27] errechnet. Wie bereits fruher [27] gezeigt, 
gilt fur Reaktionen erster Ordnung 

t + A t  1 E * d t  
AE 
A t  A t  

~ = k.Em-k. . - t -  

E = Extinktion zur Zeit t k = Geschwindigkeitskonstante 
Em = Extinktion bei vollstiindigem Umsatz 

Dies entspricht einer Geraden 

t = Zeit [s] 

y = k * E ,  - k . ~  

t + A t  
mit der Steigung k. Die Intcgrale 1 E . dt  wurden numerisch berechnet. Experimentelle 

E,-Werte werden zur Ermittlung von k nach dieser Methodc nicht benbtigt. sondern fallen im 
Gegenteil als Ergebnis der Rechnung gleichzeitig mit an. 

t 

Fraulein Dr. U. B. Hezel, Firma Zeiss Oberkochen, und den Herren DipLChem. H. Lachmanlz 
und DipLChem. H .  J .  Niemann, Institut fur Physikalische Chcniie der Universitat Ttibingen, 
danken wir fur die freundliche oberlassung der Programme fur ED- und EDQ-Diagramme 
sowie des B Synchro-Programms a zur Elimination der Zeitverschiebung infolge der Messdauer 
der Extinktionswerte bei den jeweils verschiedenen Wellenlangen. Den Mitarbeitern des 
Zentrums fur Datenverarbeitung der Universitat Tubingen danken wir fur wohlwollende 
Unterstiitzung. 
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Ergebnisse und Diskussion. - 1. S$ontanhydrolyse. Es war zunachst zu priifen, 
wieweit der Thioester in w2sserigem Medium einer Spontanhydrolyse unterliegt. Wie 
sich herausstellte, kann diese jedoch bei pH 7,5 vernachlassigt werden, da sie extrem 
langsam verlauft. Die Spontanhydrolyse des MAA bei pH 9,1 verlauft noch immer 
relativ langsam. In Fig. 1 sind zwei Isosbesten bei 267,8 nm ( F  = 13250) und 226,7 nm 
( E  = 7300) erkennbar; dies deutet auf eine((spektroskopisch einheitliche R Reaktion [27] 
hin. 

a. L 

a. 2 

33a 310 290 2 70 250 23a 
Fig. 1. Reaktionssfiektren der Spontanhydrolyse volz M A A  bei pH 9,7 und 25" 

2. Nebenreaktionen. Infolge der Wahl eines aromatischen Thioesters bleibt eine 
8-Elimination des gebildeten Mercaptans ausser Betracht. 

In einer fruheren Arbeit [29] konnte gezeigt werden, dass eine Substitution zum 
entsprechenden Alkohol unter den gewahlten Bedingungen (pH 7,s ; 25,O") nicht 
stattfindet. 

Die Oxydation zum Disulfid beeintrachtigt die Messungen erst bei langen Reak- 
tionszeiten, wie die punktierte Linie in Figur 1 zcigt. Diese entspricht der Abnahme 
des Mercaptans durch die Bildung eines Disulfid-Niederschlages, wie friiher [29] 
bereits ausfiihrlich dargelegt. 

3. Reaktion vow M A A  mit n-Bzltylamiw. Die Reaktionss@ektyen der Spaltung des 
Thioesters mit w-Butylamin ergeben den gleichen Habitus wie die Spontanhydrolyse 
(s. Fig. l), jedoch mit wesentlich kurzeren Reaktionszeiten. Nach ca. 2,s Std. ist die 
Reaktion praktisch vollstandig abgelaufen. 

Auch hier weisen die isobestischen Punkte auf spektroskospische Einheitlichkeit 
der Reaktion hin. 

Mit Hilfe von ED-Diagrammen kann exakt gepriift werden, ob eine Reaktion 
spektroskopisch einheitlich ist. Die Extinktionsdifferenzen Et - Et; bei zwei ver- 
schiedenen Wellenlangen werden zu verschiedenen Zeiten t (ti = Reaktionszeit des 
ersten Messpunktes) gegeneinander aufgetragen. Ergeben sich Nullpunkts-Geraden, 
so ist die Reaktion spektroskopisch einheitlich [23-241 [27]. 
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300 280 260 240 

Fig. 2.  U V.-Spektren des Thioesters M A A  und des Mercaptans M A  in Phosphatpuffer p H  7,5 

Fig. 3.  ED-Diagramme von M A A  + n-Butylamin bei p H  7,s uvtd 25,O" 

Figur 3 zeigt ED-Diagramme verschiedener Wellenlangen-Kombinationen, die 
samtlich linear verlaufen. Deshalb ist die Aminolyse von MAA im untersuchten 
Spektralbereich von 245 bis 300 nm spektroskopisch einheitlich. 



2040 HELVETICA CHIMICA ACTA - Vol. 56, Fasc. 6 (1973) - Nr. 212 

In Analogie zu Schema 1 ist fur die Aminolyse der in Schema 2 dargestellte Mecha- 
nismus zu erwarten. Das Zwischenprodukt ist als instabil zu betrachten; daher kann 
die Bodenstein-Hypothese des stationaren Zustandes angewandt werden. Eine solche 
Reaktionsfolge ist ebenfalls als einheitlich [24] [27] anzusehen. Daher steht dieser 
Mechanismus nicht im Widerspruch zu den experimentellen Befunden. 

Schema 2 : Reaktionsmechanismus der Aminolyse von M A A  

cH~-c-FTH-@J--s--ccH, + H,N--(cH,)~-cH, 
II  i1 
0 0 

CH,--C-NH S- + H+ + CH,-C-NH-(CHJ8-CH3 
11 

0 i l  a- 0 

Tabelle 1. Gesch~uindigkei t skons~~~te  pseudo-evster Ovdnung der Aminolyse von M A  A bei PH 7.5 
und 25,O" 

Wellenlange [nm] 300 290 285 257 245 

k - lo4 [s-l] 1,563 1,611 1,608 1,566 1,611 

0.9 

0.7 

0.5 

0.3 

0.1 

340 32 0 300 280 260 240 

Fig. 4. Reaktionsspekfren der Irnidazolyse von M A A  bei p H  7,5 und 25.0" 
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Da N-Acetyl-butylamin im untersuchten Spektralbereich nicht absorbiert, ist mit 
den hier angewandten Methoden nicht festzustellen, ob diese Verbindung weiter 
hydrolysiert wird. Andere Autoren [7-201 konnten z.T. praparativ nacliweisen, dass 
N-Acetylamine bei der Aminolyse von Thioestern gebildet werden. Bei pH 7,s sind 
Amide im allgemeinen stabil. 

In Tab. 1 ist die Geschwindigkeitskonstante pseudo-erster Ordnung in Abhangig- 
keit von der benutzten Wellenlange dargestellt. Die Werte schwanken innerhalb von 
ca. 1,5% um den Durchschnitt. 

4. Reaktion von M A A  mit Imidazol. Figur 4 zeigt die Reaktionsspektren der 
Spaltung des Thioesters mit Imidazol. Bei 267,8 nm liegt ein isosbestischer Punkt 
( E  = 13250), also an derselben Stelle wie bei Spontanhydrolyse und Aminolyse. 

Die ED-Diagramme der Kombinationen 28.51290 nm und 2851300 nm sind zwar 
linear, nicht jedoch diejenigen der Kombinationen 2851245 nm und 2851257 nm 
(s. Fig. 5). 

In  diesem Zusammenhang sei nochmals auf die Definition der nspektroskopischen Einheitlich- 
keit 1) hingewiesen ; d.h., eine einheitliche Reaktion kann auch dadurch vorgetauscht sein, dass 
Folgeprodukte (hier z.B. N-Acetyl-imidazol) im betrachteten Spektralbereich (hier z.B. 280-300 
nm) nicht absorbieren (vgl. auch [27]). 

ED285 1 
t 

Fig. 5. ED-Diagramme won M A A  f Imidazol hei pH 7,5 zcnd 25.0’ 

Liegen in einem System zwei linear unabhangige Reaktionen [24] [27] vor, so gilt 
die Beziehung 

AE, = Extinktionsdifferenz bei der Wellenlange a. 8, y .  
a, b = Konstanten. 

Tragt man die beiden Quotienten fur verschiedene Messzeiten gegeneinander auf , 
so ergibt sich ein lineares Extinktionsdifferenzen-Quotienten-Diagramm (EDQ-Dia- 
gramm) . 
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Das System MAA/Imidazol ergibt ein nahezu lineares EDQ-Diagramm. (Fig. 6). 
Die beiden ersten Punkte rechts unten weichen relativ stark von der Geraden ab, da 
die ersten Extinktionsdifferenzen sehr klein und daher mit sehr hohen Fehlern 
behaftet sind. Die anderen Abweichungen liegen statistisch. Diese Fehler entsprechen 
der geringen Krummung der ED-Diagramme (Fig. 5). 

Fig. 6. EDQ-Diagramm des Systems M A A  + Imidazol 

Analog Schemata 1 und 2 ist fur die Imidazolyse des MAA der in Schema 3 dar- 
gestellte Mechanismus zu erwarten. 

Die durch das EDQ-Diagramm (Fig. 6)  bewiesene zweite Teilreaktion ist die Zer- 
setzung des in einer ersten Teilreaktion gebildeten N-Acetyl-imidazols (NACI) mit 
Wasser. 

Da der Extinktionskoeffizient des NACI selbst in der Nahe des Maximums 
(ca. 245 nm) gering ( E  w 2000) und infolge der relativ schnellen Hydrolyse des NACI's 

Schema 3. Heaktionsmechanislnus der Imidazolyse uon M A A  

CHa-C, 

F7 + H,O ___* (2 + CH3-C-0- + H+ 
A,/ II 

0 H 
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[27], dessen Konzentration wahrend der Reaktion verhaltnismassig niedrig ist, ist die 
geringe Krummung der ED-Diagramme hierauf zuriickzufuhren. 

Hierdurch wird der angegebene Mechanismus (Schema 3) experimentell unter- 
mauert. Damit findet auch der Mechanismus der enzymatischen Esterspaltung durch 
kooperative Wechselwirkung von Cys und His im aktiven Zentrum [l-21 eine weitere 
Best at igung . 
Tabelle 2. Geschwindigkeitskonstante pseudo-erster Ordnung der Imidazolyse von M A  A bei PH 7,5 

und 25,O" 

Wellenlange [nm] 300 290 285 

k * lo4 [s-l] 5,56 5,70 5,79 

In Tabelle 2 sind die Geschwindigkeitskonstanten pseudo-erster Ordnung in 
Abhangigkeit von der Wellenlange aufgefuhrt. Bei den Wellenlangen 245 nm und 
257 nm absorbiert NACI, so dass dessen Zersetzung als Folgereaktion einer Berech- 
nung von Geschwindigkeitskonstanten erster Ordnung im Wege steht. 

Tabelle 3. Vergleich der Geschwindigkeitskonstanten [s-11 
k, = Geschwindigkeitskonstante pseudo-erster Ordnung 

c = Konzentration mol/l des Amins bzw. Imidazols 
a = Dissoziationsgrad des Amins bzw. Imidazols bei p H  7,5 

Aminolyse i,59.10-4 7,95 lo-* 9,81 10.59 Lit. [30] 

Imidazolyse 5,68 .10-4 2.84. 10" 0,374 7.0 

Ein Vergleich der Geschwindigkeitskonstanten (Tab. 3), normiert auf die Konzen- 
tration des Amins bzw. Imidazols, deutet zunachst darauf hin, dass die Imidazolyse 
wesentlich rascher verlauft als die Aminolyse. Bezieht man jedoch in ubereinstim- 
mung mit Schwyzer [16] die Konzentration unter Berucksichtigung des Dissoziations- 
grades auf das freie (deprotonisierte) Amin bzw. Imidazol, so ergibt sich im Hinblick 
auf den relativ hohen pK-Wert des ersteren, dass die Aminolyse auf einer wesentlich 
starkeren Reaktivitat beruht als die Imidazolyse. 
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21 3. Fragmentierung von u, P-Epoxyketoximen zu Alkinonen 
uber Steroide, 228. Mitteilungl) 

von Peter Wieland und Heinz Kaufmann 
Departement Forschung, Division Pharma, CIBA-GEIGY AG, Basel 

(22. VI. 73) 

Summary. The experimental details of the oxidoketone-alkynone fragmentation brought 
about by the treatment of steroidal a,@-oxido-oximes with hydroxylamine-0-sulfonic acid in 
alcaline solution at  room temperature are presented together with a discussion of the mechanism 
of this reaction. Studies of a ring closure reaction transforming the fragmentation products back 
into the starting m,P-unsaturated ketones are discussed. 

Zur Durchfuhrung der a,/?-Epoxyketon-Alkinon-Fragmentierung sind bereits 
mehrere Methoden beschrieben worden. Fur praparative synthetische Arbeiten hat 
sich die tTosylhydrazon-Variante (a in Schema 1) [Z, 31 als einfachstes und vielseitiges 
Verfahren erwiesen. Dabei wird ein u, /I-Epoxyketon mit Tosylhydrazin umgesetzt . 
In vielen Fallen erfolgt die Fragmentierung des M, @-Epoxytosylhydrazons spontan 
oder sie lasst sich leicht unter milden Reaktionsbedingungen auslosen. 

Eine Variante dieser Reaktion besteht in der thermischen Fragmentierung der 
Hydrazone aus a,/?-Epoxyketonen und substituierten N-Aminoaziridinen (b in Sche- 
ma 1) [4]. Der dieser Methode zugrundeliegende Leitgedanke, dass namlich cc,B-Epo- 
xydiazoalkane fur den gewunschten Fragmentierungsprozess geeignete Zwischenstu- 
fen sein sollten, fuhrte auch zu einer weiteren Spielart der u, /?-Epoxyketon-Alkinon- 
Fragmentierung. Bei dieser Methode, die bereits in einer vorlaufigen Mitteilung kurz 
beschrieben wurde [5], wird ein a,/I-Epoxy-diazoalkan gebildet, indem man auf das 
Oxirn eines c(, @-Epoxyketons in alkalischer Losung Natrium-hydroxylamin-0-sulfonat 
einwirken lasst (c  in Schema 1). 

1) 227. Mitt. vgl. [l]. 
__- ~ 




