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(compare yields of 21 and 22), or even allylic (6- or E-)  C-H bonds which, therefore, 
do not appear to be particularly activated (by the adjacent ethylenic linkage) for 
internal H-abstraction, as illustrated by the LTA oxidations of 12 (compare yields of 
13 and (14 + 15)) and 16 (compare yields of 17 and 19)*). 

The authors are grateful to the Serbian Republic Research Fund and to the Serbian Academy 
o j  Sc iences  and Arts  for financial support. 
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However, with increasing distancc between the double bond and the hydroxyl group (in the 
olcfinic alcohol) the case of internal addition relative to intramolecular substitution slowly 
decreases, as evident from the ratios of ‘addition’ cyclic cthcrs to ‘substitution’ cyclic ethers, 
i.e. for 8, (9 + 1O):ll = 96.5:3.5; for 12, 13:(14 + 15) = 78:22-74.5:25.5; for 16, 17:(18 + 
19) = 72.5:27.5; for 20, 21:(22 + 23) = 58:42. 

31 8. Kinetische Untersuchung der durch Imidazol katalysierten 
Acylubertragung von Thioestern auf Cyanessigester , einer 

Modellreaktion zur enzymatischen Knupfung von C, C-Bindungen 
von Helmut Wenckl) und Michael Schallies 

a.us clcm Physiologisch-chemischcn Institut der [Jnivcrsitat Tiibingcn 

(4. IX. 73) 

Zusammenfassung. - Die durch Imidazol katalysicrte Acyliibertragung von Thioestern auf 
Cyanessigsaurcathylester in wasserigem Medium als Modcllrcaktion zur enzymatischen Kniip- 
fung von C, C-Bindungen besteht aus zwei Teilreaktionen : Bildung von N-Acetylimidazol und 

l) Neue Postanschrift: Prof. Dr. H. Wcnck, Lehrstuhl fur Chemie und Didaktik der Chemie, 
Padagogjsche Hochschule Westfalcn-Lippe, Lampingstrasse 3, D-48 Bielefeld, Deutschland. 
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ubertragung des Acylrestes auf den Acceptor. Letztere Tcilreaktion ist spektroskopisch einheitlich. 
Mit dieser konkurriert die durch das entstehcnde RSH katalysierte Hydrolyse des N-Acetylimi- 
dazols als Nebenreaktion. Hierdurch erklart sich die gegenuber den beiden Teilschritten betracht- 
lich verminderte Geschwindigkeit der Gesamtrcaktion. 

Bei konstantem pH nimmt. die Geschwindigkeitskonstante der Gcsamtreaktion linear mit 
steigendem p K s ~  ab. 

Einleitung. - Wahrend Modellreaktionen zum Mechanismus enzymatischer 
Hydrolysen kinetisch bereits eingehend untersucht wurden [1-7], liegen bisher nur 
wenige Arbeiten iiber Modellreaktionen zur enzymatischen Kniipfung von C, C-Bin- 
dungen vor (Enzyme E.C.4.1 und E.C.6.4). C, C-Additionen wurden von Baker & 
Reid [8] sowie von Crofiyn [9] untersucht, Carboxylierungen - als Model1 biotin- 
abhangiger Reaktionen - von Schaeffer & Bhargava [lo]. Die Acyliibertragung von 
N, S-Diacetylcysteamin auf Malonsaurederivate in wasserigern Milieu nach Lienhard & 
Jencks [Il l  ist von besonderem Interesse, weil sie wie viele der oben genannten hy- 
drolytischen Prozesse [l-71 durch Imidazol katalysiert wird. 

Ziel dieser Arbeit sind weitere Ergebnisse zum Mechanismus der Acyliibertragung 
auf Carbanionen. Hierzu sollte zunachst die Reaktion von Thioestern mit Cyanessig- 
ester [ll] durch Reaktionsspektren [5] und weitere moderne Verfahren [12-151 n&er 
iiberpruft und in einigen Parametern variiert werden. 

Weiterhin sollte das Reaktionsverhalten des bei der katalysierten Acyliibertragung 
angenornmenen Zwischenproduktes N-Acetylimidazol gegenuber Cyanessigester ge- 
sondert untersucht werden. 

Auf das Studium der bei beiden Systemen auftretenden Nebenreaktionen wurde 
spezieller Wert gelegt , 

Material und Methoden. - Substanzen: S-Acetyl-glutathion Schuchardt ; S-Acctyl-thio- 
cholinjodid puriss. Fluka; N, S-Diacetyl-cysteinamid [16] ; S-Acetyl-4-[~-mercaptoathy1]-imida- 
zol [Z] ; N-Acetylimidazol [17] ; Cyanessigsaure-athylester purum Fluka; Imidazol BASF,  aus 
Benzol niehrfach umkristallisieri:; 4-Hydroxymethylimidazol [18] ; 4-[p-Hydroxyathyl]-imidazol 
[19] ; 2-Methylimidazol BA SF2)  ; 2,4-Dimethylimidazol BA SF 2, ; N-Acetyl-cysteinamid [20] ; 
4-Mercaptometh yl-imidazol [2] ; 4-[~-mercaptoathyl]-imidazol [Z] ; Glutathion Bohringer Mann- 
heim; Acetyl-Coenzym A Bohringer Mannheim; Pyrogallol DAB 6 Merck; Argon Messer Gries- 
heim, mit Pyrogallol-Losung [Zl] gereinigt ; Fixanal-Ampullen Riedel dc Haen; Kaliumchlorid, 
Natriumhydrogencarbonat, Natriumpyrophosphat, Oxalsaure, Puffersubstanzen nach Sorensen 
sowic alle anderen Chemikalicn p .  a. Merck. 

Gerate und Methoden: Einwellenlangenkinetik bei 270 nm (Extinktionszunahme durch den 
gebildeten 2-Cyano-acetessigester) : Spektralphotometer Zezss PMQ I1 mit Doppelmonochroma- 
tor MM 12, thermostatisierbarem Kuvettenhalter, Transmissions-Extinktions-Wandler und 
Kompensations-Linienschreiber Servogor. ReaktionsspektreB : Registrierendes Spektralphotometer 
Zeiss DMR 21 rnit thermostatisierbarem Kuvcttenhalter. Thermostatisierung: Colora-Ultra- 
Thermostat, Temperaturkonstanz + 0,Ol"C. Kuvetten: Quarz 1 cm, Hellma 110 QS und 100 QS. 
pH-Messung: Radiometer PHM 26 rnit Radiometer-Elektroden G 202 C und K 401 (Eichpuffer 
6,5 Radiometer). PH-Slat-Kznetik : Combi-Titrator Metrohm 3 D rnit Mikroburette 0,2 ml, Typ 
E 425-1 und thermostatisierbarem Reaktionsgefass EA 880 T-5 sowie Einstabelektrode E A  147 X. 

Ansiitze: Puffer p H  7.0-8,75: O , ~ M  Pyrophosphat, nach Zugabc von Imidazol (0,1111) mit 
0 , 2 ~  HC1 zuracktitriert. Puffer PH 9,0-70,0: 0 , 5 ~  Carbonat. - Die Pufferlosungen waren l l v r  

an KCl, um die Ionenstarke konstant zu halten. Sie wurden rnit HZObidest angesetzt und jewcils 
vor den Messungen 5 Min. rnit Argon durchstromt. 

2) Der Firma BASF danken wir fur die freundliche oberlassung der Chemikalien. 
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I. Messkuvette: a) Thioester aZs Donator: 2,0 ml Puffer mit Katalysator fur 0,l M Endkonz. (bei 
pH 2 9 :  2,5 ml), 1,0 ml Cyanessigestcr fur 10-ZM Endkonz. (bei pH 29 :  0,l  ml, entsprechend hb- 
her konz.), O,1 ml Donator fur 5 * 10-4 Endkonz. b) N-Acetylimidazol aZ5 Donator: Gleicher An- 
satz wie a fur pH 2 9; N-Acetylimidazol wurde - entsprechend hoher konz. - in abs. Athano1 
vorgelost. 

11. Vergleichshiivette : Gleicher Ansatz wie I, jedoch anstelle der Donatorlosung bidest. H,O 
bzw. Athanol. 

Gestartet wurde durch Einspritzen der Donatorlosung, bei pH t 9 durch gleichzeitiges Ein- 
spritzen der Donator- und der Cyanessigester-Losung. Da die Substanzen in alkalischem Medium 
nicht haltbar waren, wurden sie im letzteren Fall - entsprechend hoher konz. - in bidest. H,O 
vorgelost. 

Auswertungsverfahren der Einwellenlangenkinetik : Die Reaktionen wurden nach 
pseudo-erster Ordnung ausgewertet, da der Cyanessigester gegeniiber dem Acyl- 
donator in starkem Uberschuss vorlag, der Katalysator gegenuber beiden (vgl. An- 
satze). 

Nach dem Verfahren der Einzelkonstanten wurden die Geschwindigkeitskonstan- 
ten k zu verschiedenen Zeiten t ieweils nach GI. (1) errechnet. Von k wurde das arith- . .  
metische Mittel gebildet. 

1 E m - E ,  
t Em- Et 

K=-ln 

Em = Extinktion zur Zeit t = 00 (vollstandiger Umsatz) 
E, = Extinktion zur Zeit t = 0 
Et = Extinktion zur Zeit t 

Da zwischen In (Em - Et) und t ein hearer  Zusammenhang besteht, wurden 
diese Grossen nach dem graphischen Verfahren gegeneinander aufgetragen ; k wurde 
aus der Steigung der Geraden berechnet : 

In (Em - Et) = In (Em - E,) - kt (2) 
Obwohl die Steigung durch eine Ausgleichsrechnung nach der Methode der 

kleinsten Fehlerquadrate ermittelt wurde, erwies sich dieses Verfahren in den meisten 
Fallen als zu storanfallig. 

Daher wurden die endwertlosen Verfahren nach Swinbourne [14] [22] und nach 
Guggenheim [23] herangezogen. 

Wenn die Extinktionsanderungen zwischen zwei Messpunkten zu gering wurden, 
versagten die beiden letzteren Verfahren und lieferten falsche Konstanten. Die den 
Verfahren jeweils zugrundeliegende Linearitat wurde deshalb nach der Methode der 
kleinsten Quadrate iiberpriift. Die Konstanten wurden nur dann als trichtig, betrach- 
tet, wenn die Abweichungen urn die errechnete Gerade statistisch verteilt waren. Die 
endwertlosen Verfahren versagten bei der Reaktion der Thioester unterhalb pH 8,75. 

Die Anwendung der Methode der formalen Integration nach Mauser [5] [24] er- 
brachte in diesen F a e n  der zu geringen Extinktionsanderungen ebenfalls keine Ver- 
besserung der Ergebnisse. 

Daher wurde die Reaktion der Thioester bei pH < 8.75 trotz der Fehlermoglich- 
keit durch den Endwert E m  nach dem Verfahren der Einzelkonstanten ausgewertet. 
Bei pH 2 8,75 wurde diese Reaktion nach dem Verfahren von Swinbourne ausgewer- 
tet, das sich auch fur die Reaktion des N-Acetylimidazols im gesamten untersuchten 
pH-Bereich als geeignet erwies. 
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Alle Rerechnungen wurden in ALGOL progranimiert und niit einer Datenvcr- 
arbeitungsanlage Control Data 3300 ausgefiihrt 3 ) .  

Ergebnisse und Diskussion. - .S$cktroskofiische U?ztersuchzwg der Gesayntveal+ 
tion. Zur nalieren Untersuchung der Acyliiliz-rtragung von Tliioestern auf Malon- 
saurederivatc Lll] wurden N, S-Diacetyl-cysteinamid als Donator unrl 2-Cyancssig- 
saure-athylester als Acceptor gewalilt ; letzterer zeigtc bis pH 10 am wenigsteii Neben- 
reaktionen im Vergleich zu allen anderen in Frage kommenden Verbindungen. Inii- 
dazolpuffer wurden nicht verwanclt, cla niit ciicscn cine Variation der Imidazolkon- 
zentration iiber griissere Rereiche kaum iniiglicli ist ; es wurden viclmehr die iibliclien 
Phosphat-, Pyropliosphat- und Carbonatpuffer benutzt. 0, l  nr Imidnzol diente im 
Standardfall als Katalysator. 

Die Reaktionsspektren der Fig. 1. zeigen cine liontinuierliche Zunahme der Es-  
tinktion zwischen 255 und 295 nm, so dass die Aufnalime der Einwellenlangenkinetik 
bei 264 nm [ll] berechtigt erscheint. In eineni isosl~estisclien l'unkt (A = 248 nm)  bci 
pH 8 , O  sclineiden sich die Spektren erst ab 5,5 Min. Reaktionsdauer, das Spektrum 
bei 30 Sek. verlauft jedocli anders. Hieraus kann man auf die langsiine Einstellung 
eines stationaren Gleichgewichtes schliessen. Bei pH 9 und 10 liegt kein isosbestisclier 
Punkt vor. Nacli Lage der Spektren sind bei pH 10 keine E-Diagramme [5] :12-13] 
moglich. Bei pH 9,0 ergeben sich keine liiieareii E-Diagramme, die Reaktion ist also 
niclit spektroskopiscli einlieitlich [5] [12-131. Da die Spcktren bei diesem pH stark 
zusammengedrangt sind (Fig. Z), koniiteii keine E>ctiiiktionsdiffererizen-l?uotienteii- 

300 290 280  270 2 60 250 A nm 

Fig. 1. Reaktioizsspektveiz der Gpsaiiztveaktiolz bei PH 8,0 wizd 25 "C 

3) Der Leitung dcs Zcntrums fur Datcnvcrarbcitung dcr I'nivcrsitiit Tubingen clanlten xvir fiir 
frcundliches Entgegenkommen. 
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Diagranirne Ll5] 1251 (EDQ-Diagramme) aufgestellt werden. Auch bei pH 8,0 sind 
E-Diagramme nur in einem sehr schmalen Wellenlangenbereich zu gewinnen. Diese 
E-Diagramme sind teils nahezu linear, teils sehr flach gekrummt, ebenso ist das aus 
selir engem Bereicli konstruierte EDQ-Diagramm 260/270//260/280 nm flach ge- 
krummt, so dass iiber die spektroskopische Einheitlichkeit bzw. die Anzahl von Teil- 
reaktionen bei diesem pH noch keine klare Aussage zu erhalten ist. 

Wciterc Schliissn konnen nur aus der Untersuchung der Acylubertragung von 
N-Acctylimidazol auf Cyanessigester als angenommener Teilreaktion 1111 gezogen 
werden(s.u.). 

pH-Abha@gkeit : In Tab. 1 sind die Geschwindigkeitskonstanten pseudo-erster 
Ordnung in Abhangigktit vom pH dargestellt. Wertet man nach dem Verfahren von 
Lidley 1261 aus, das nur eiize dissoziable Gruppe berucksichtigt, so ergibt sich ein 
pK-Wert von 1O,7 (Fig. 3).  Dicser liegt in dem Bereich, inncrhalb dessen die Angaben 
iiber den pK der CH-aciden Gruppe im Cyanessigester variieren (10,5 [27] - 11,7 [ll]). 
Es liegt nahe, dass die Kcaktion mit steigender Konzentration des Carbanions rascher 
v. rlauft. 

3 00 280 2 00 240 nm 

Fig. 2. Heaktionssfiektren der Gesamtreaktion bei PH 9,0 u n d  25°C 
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Tabelle 1. PH-A bhziingigkeit der Geschmindigkeitskonstanten der Gesamtreaktion (Standardfall) bei 
25 "C 

PH 7,75 8,OO 8,25 8,50 8,75 9,OO 9 2 5  9,50 9,75 10,O 
k * 10s [s-l] 0,394 0,401 0,496 0,690 1,02 1,99 3,38 4,97 7,45 10,l 

5 10 15 [ H l X  10'" 

Fig. 3. Lindley-Diagramm zur PH-Abhangigkeit der Geschwindigkeit der Gesamtreaktion zwischen 
PH 8,75 und 10.0 bei 25°C 

Variation des Acyldonators. Bei konstantem pH und damit konstanter Konzen- 
tration des Acceptor-Carbanions und gegebener Temperatur hangt die Reaktions- 
geschwindigkeit der Acylubertragung vom p K s ~  des aus dem Thioester entstehenden 
Thiols ab. In  Fig. 4 sind die Geschwindigkeitskonstanten mit verschiedenen Acyl- 
donatoren gegen diesen aufgetragen, wobei sich eine lineare Abnahme mit steigen- 
dem p K s ~  zeigt. 

5 Acety lmercaptoothy l -  

I rnidorcl121 

a 9 PKSH 
Fig. 4. Abhangigkeit der Geschwindigkeit der Gesamtreaktion vom P K ~ H  des Donators bei PH 8,5 

zlnd 25°C. Die PKsH-Werte sind der Literatur [2] [ZS] entnommen 

Wegen seiner biologischen Bedeutung wurde auch Acetyl-Coenzym A als Donator eingesetzt. 
Infolge der Uniibersichtlichkeit der Reaktionsspektren (zunachst Zunahme, nach 30 Min. Ab- 
nahme der Extinktion im Bereich 230-250 nm, kein Isosbest) konnte zwar eine Reaktion nach- 
gewiesen werden; mit den hier verwandten Methoden war jedoch keine quantitative Aussage 
zu erzielen. 
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Variation des Katalysators. Tab. 2 zeigt einen Vergleich der katalytischen Wirkung 
von Imidazol mit einigen seiner Derivate. Bei 2-Methyl- und 2,4-Dimethylimidazol 
ergaben sich geringere Reaktionsgeschwindigkeiten. Dies war zu envarten, da wegen 
der hoheren pK1,-Werte [29] bei gegebenem pH geringere Mengen an katalytisch 
wirksamer freier Base vorhanden sind und die Methylgruppe in 2-Stellung sterische 
Hinderung bewirkt [29]. 

Tabelle 2. Geschrpn'ndigkeitskonstanten dev Gesamtreaktion mit verschiedenen Imidazolderivaten bei 
25°C 

PH Katalysator k . lo4 [s-l] 
8,O 4-Hydroxymethylimidazol 3,61 

4-Hydroxyathylimidazol 3,37 
Imidazol 3,94 

9,o 2,4-Dimethylimidazol 11,3 
2-Methylimidazol 8,Ol 
Imidazol 19,9 

Bei den Hydroxy-Imidazolverbindungen liegt offenbar aufgrund des hohen p K o ~  
im untersuchten pH-Bereich eine zu geringe Konzentration an reaktivem Alkoxid- 
Anion vor, so dass die im Vergleich zum Imidazol starkere nucleophile Wirkung 
nicht zum Tragen kommt. 

4-Mercaptomethyl- und 4-Mercaptoathylimidazol zeigten bei pH 7 und 8 keine 
katalytische Wirkung. Bei hoheren pH-Werten machte eine beginnende Nebenreak- 
tion, wahrscheinlich @-Elimination von H,S, die Messung bei 264 nm unmoglich; die 
entsprechenden Eliminierungsprodukte absorbieren in diesem Bereich ebenfalls. 

Mit freiem Histidin ergab sich bei pH 8,75 eine Geschwindigkeitskonstante von 
5,67 * s-l, also eine geringere katalytische Wirkung als mit Imidazol (vgl. Tab. l), 
wahrscheinlich infolge der Abstossung des Carbanions durch die negative Ladung des 
Carboxylat-Ions. 

Eine unkatalysierte Reaktion zwischen Thioester und Cyanessigester konnte in 
keinem Fall beobachtet werden. (Bei pH 2 9,25 wurde eine Extinktionsabnahme 
beobachtet, die der Verseifung des Cyanessigesters und deren Folgereaktionen ent- 
spricht .) 

Einkeitlickkeit der A cyliibertragungs-Reaktiolz von N - A  cetylimidazol azlf Cyanessig- 
ester. Das bei der imidazolkatalysierten Esterhydrolyse [3] [5] [30] nachgewiesene 
Zwischenprodukt N-Acetylimidazol (NAcI) wird auch fur die Acylubertragung von 
Thioestern auf Malonsaurederivate als Intermediarverbindung angenommen [Ill (311. 

Danach wiirde die Gesamtreaktion (s. Schema 1) aus den beiden Teilschritten 
von Schema 2 bestehen. 

Um die vorliegenden Befunde besser deuten zu konnen, wurde die Reaktion (5) 
gesondert untersucht. Die Reaktionsspektren des Systems NAcI + Cyanessigester 
zwischen pH 7,8 (Fig. 5 )  und 8,5 zeigen einen Isosbesten, der von 260 auf 254 nm 
wandert. Fur pH 8,O liegt er bei 258 nm. 

Dieser Hinweis auf spektroskopische Einheitlichkeit der Reaktion (5) wird durch 
die Linearitat der Extinktionsdifferenzen-Diagramme (ED-Diagramme) bestatigt 
(vgl. Fig. 6) [5] [12-131. 
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CH,--CH-CO-NH, CH,--COOC,H, CH,-CO-CH-COOC H CH,-CH-CO-SH, 

SH NII-CO-CH, 
Imidazol I , S f /  I ( 3 )  

C N  
1 1  

CH,-CO-S NH-CO-CH, + &N 

Sclaenia 2 
CH,-CH-CO--SH, I=\ C H,-CH-CO-NH, /=\ 

-1. N NII ~ + CII,--CO-N,~N (4) 
CT1,CO-S I 1  NH-CO-UH3 '\/ ' AH LEI-CO-CH, 

/=\ CH,--COOC,H, /=\ CH,CO--CW--C'OOC,I-I, 
1 (5) 

C N  
C'H3-CO-N 

Da NRcI bei der hier untcrsuchten Acylubertragung (s. Tab. 3)  ebenso wie bei 
durch Imidazol katalysierten hydrolytisclien Prozessen 131 [5] [30] kein sehr kurz- 
lebiges Zwischenprodukt ist, kann bei Betrachtung der Gesamtreaktion (3) die 
Bodenstein-Hypothese des stationaren Zustandes nicht angewandt werden. Dalier 
trifft der Begriff der spektroskopischen Einheitliclikeit auf die Reaktionsfolge (4) --t 
(5 )  nicht zu [5]. In  fiberejnstimmung hiermit stelit auch die Auswertung der Tem- 
peraturabliangigkeit der Gesamtreaktion (3) bei pI-1 8,0 (Tab. 4), die auf ein nicht- 
lineares Arrhenius-Diagramm aufgrund verschicdener Temperaturabhangigkeiteri 
der einzelnen Teilreaktionen schliessen laisst, wahrend die Temperaturabhangigkeit 
der untersuchten Teilreaktion (5) im gemessencn Bereich (Tab. 5) ein lineares Arrhe- 
nius-Diagramm ergibt (Fig. 7). Aus diesem wurde eine Aktivierungsenergie von 
16,s kcal/mol errechnet. 

3 00 280 260 24 0 2 2 0  X nm 

Fig. 5. Reaktionsspektren des Systems N-Acetylinzidazol i Cyanessigester bei p H  7,8 u n d  25°C 
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0.1 0.2 0.3 0.4 
A Fa, 

Fig. G .  ED-DLagranlin des Systems AV-Acetylamiduzol + Cyaneaazgeater bei PH S,O zind 2 5 ° C  

-2.0 

-2.2 

-2'4 

-_-__ 
13 f x 10' [.K-'] 

-2.6 

3.2 

Fig. 7. Arrhcnius-Diagramm des Systelns &V-Acetylimiduzol + Cyutzessigester bei p H  S,O 

Tabelle 3. Gesck~~indigkei tskonstunten der Acyliihertrugung von A-Ar-etylimidazol azlf Cyanessigester 
hei 25°C zn Abhangigkoit vom p H  

PH k . lo3 [s-l] k * lo3 [s-l] bei Gegenwart 
von 0,l M Imidazol 

7,80 
8,OO 
8,25 
8,50 

1,09 
1,56 
2,14 
3,39 

1,13 
1,54 
2,13 
3.40 

Tabelle 4. Geschwindigkeitskonstanten der Gesamtreaktion (3) bei 9l-r 8,0 in A bhangigkeit vun dcr 
Temperatuv 

T "C 25,O 30,0 34,6 

k * l o4  [s-l] 3,94 6,03 8,09 
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Tabelle 5. Geschwindigkeitskonstanten der Acylubertragung von N-Acetylilnidazol auf Cyanessigester 
bei p H  8,O in Abhangigkeit von der Ternfera tw 

~~ 

T “C 25.0 34,s 44,3 

k - lo5 [s-l] 1,56 3,81 9,09 

Aus Tab. 3 geht ausserdem hervor, dass die Teilreaktion (5) selbst nicht durch 
Imidazol beschleunigt wird. 

Bildztng des N-Acetylirnidazois a m  Thioester und Imidazol.  Eine gesonderte Un- 
tersuchung der Teilreaktion (4) mit Hilfe von Reaktionsspektren und E-Diagrammen 
war wegen der mangelnden Strukturierung der UV.-Spektren des N, S-Diacetyl- 
cysteinamids und des N-Acet ylimidazols, deren Maxima sich zudem noch iiber- 
schneiden, nicht moglich. Ausserdem iiberlagert sich die Hydrolyse des gebildeten 
NAcI. Aus der Zunahme der Extinktion bei 250 nm konnten die Konstanten jedoch 
bei pH 9,0 zu 7,2  * 10-3 und bei pH 10,O zu 1,4 - 

Bei 264 nm wird die Extinktion im pH-Bereicli 9-10 nach anfanglicher Zunahme 
ab ca. 5 Min. konstant. Wahrscheinlich stellt sich nach einer ersten Phase der NAcI- 
Bildung ein Gleichgewiclit zwischen NAcI-Bildung und -2erfall ein. Diese Bildungs- 
zeit des NAcI ist auch in den Reaktionsspektren der Gesamtreaktion (Fig. 1) zu 
beobachten (s.o.). Ahnliche Effekte treten bei der durch Imidazol katalysierten 
Esterliydrolyse [3]  [5] [30] auf. 

Wegen der puffernden Wirkung des Imidazols war eine genauere Untersuchung 
auch mit Hilfe der pH-Stat-Technik nicht moglich. 

In einer fruheren Arbeit [ 251 wurde die Acylubertragung von einem aromatischen 
Thioester auf Imidazol untersucht, wobei sich anhand von EDQ-Diagrammen zeigte, 
dass die Bildung von NAcI und dessen anschliessender Zerfall zwei spektroskapisch 
einheitliche Reaktionen sind. 

Hieraus folgt, dass die durch Imidazol katalysierte Acylubertragung vom Thio- 
ester auf das Carbanion (3) aus zwei einheitlichen Teilschritten, den Reaktionen (4) 
und (5), bestehen muss. 

Nebenreaktionen. Einige experimentelle Befunde, ma. das gekriimmte EDQ-Dia- 
gramm (s.o.) sowie die Tatsache, dass die Gesamtreaktion (3) langsamer verlauft als 
jeder der beiden Teilschritte (4) und (5) [s. Tab. 61, so dass also keiner dieser beiden 
Teilschritte geschwindigkeitsbestimmend sein kann, lassen jedoch auf ein komplexe- 
res Reaktionssystem schliessen. Daher wurde das Reaktionsgemisch auf Nebenreak- 
tionen untersucht. In  Schema 3 sind alle in Frage kommenden Reaktionsmoglich- 
keiten dargestellt. 

Zunachst war die Spontanliydrolyse des Thioesters zu untersuchen. Es stellte 
sich heraus, dass der Thioester bis pH 9 stabil ist; bei pH 10,O wurde am pH-Staten 
eine Zerfallskonstante von 1,81 s-l erniittelt. Dies steht in ubereinstimmung 
mit der Untersuchung des aromatischen Thioesters [25], dessen Hydrolyse bei pH 7,5 
vollig vernachlassigbar und bei pH 9 , l  sehr langsam ist. 

Weiter musste gepruft werden, ob das aus dem Thioester gebildete Thiol RSH 
(N-Acetylcysteinamid) oder dessen Zersetzungsprodukte einen echten chemischen 
Einfluss - z. B. katalytisch - auf die Gesamtreaktion (Hauptreaktion) ausuben oder 

s-* geschatzt werden. 
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Schema 3. Acyliibertragung von N ,  S-Diacetylcysteinamid auf Cyanessigsciureiithyleste~ nait naiig- 
lichen Nebenreaktaonen 

Tabelle 6 .  Vevgleich der Geschwindigkeitskonstanten bei 25°C 

Gesamtreaktion (3) Teilreaktion (4) Teilreaktion (5) 
PH k * 10s [s-l] k - lo3 [s-l] k - lo3 [s-l] 

8,5 0,69 - 3,4 
9.0 1.99 7 2  5,O 

durch Extinktionsanderungen im venvendeten Wellenlangenbereich optisch eine 
Beeinflussung vortauschen. 

N-Acetylcysteinamid und zum Vergleich auch Glutathion GSH zeigten in den 
benutzten Puffersystemen bei 264 nm keine Anderung und im Bereich des Maximums 
der RS--Absorption bei 236 nm eine geringfiigige Abnahme der Extinktion. Diese 
Befunde anderten sich auch in Gegenwart von O J M  Imidazol nicht, so dass eine op- 
tische Storung durch das entstehende RSH bzw. RS- nicht vorliegt. Hinweise auf 
,f?-Eliminierung von H,S wurden nicht gefunden. Die friihere Untersuchung eines aro- 
matischen Thiols [32] hatte bei pH 7,5 gezeigt, dass Substitution zum entsprechen- 
den Alkohol ausgeschlossen werden kann und die Oxydation sehr langsam verlauft. 

Weiterhin war die Hydrolyse des NAcI zu untersuchen. Tab. 7 zeigt die Geschwin- 
digkeitskonstanten der Spontanhydrolyse sowie der durch Imidazol und der durch 
RSH katalysierten Verseifung des NAcI. Man ersieht daraus, dass die Spontanhydro- 
lyse des NAcI nur wenig langsamer verlauft als die Acylubertragung von NAcI auf 
Cyanessigester (vgl. Tab. 3). Imidazol beschleunigt bei pH 7,8 und 8,O die NAcI- 
Hydrolyse um rund 20%, bei steigendem pH in noch geringerem Masse. Hieraus ist 
zu folgern, dass es sich nicht urn eine Katalyse durch das unprotonisierte Imidazol 
handeln kann, wie von Jencks [11] [33] vermutet. Es sollte daher eher ein Losungs- 
mitteleffekt (Imidazol-Losung als Losungsmittel) in der Art starkerer Polarisierung 
durch Erhahung der Dielektrizitaitskonstante vorliegen, der die Dissoziation der ge- 
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losten Stoffe beeinflusst und bei hoheren pH-Werten relativ an Bedeutung verliert . 
Durch RSH wird die NAcI-Hydrolyse dagegen crlieblicli beschleunigt. 

7,80 
8,OO 
8,25 
8,50 

0,09 
1 , 2 0  
1,77 
2,70 

1,19 
1,56 
1 , 9 G  
2,77 

7,14 
6,06 
6,71 
8,21 

hxm 
k K s H  = C;cschwiIitligkeitskoiistaritc in Gcgcnwart yon 5 . ~ O - * M  N-Acetplcystcinamitl 

= Gcschwindigkcitskonstante in Gcgenwart von 0, l  ill Imidazol 

Es ist also davon auszugclien, dass ncben der Acylubertragung von NAcI auf 
Cyanessigester - Teilreaktion (5) - iin Gesamtsystem aucli der durch RSH katalysierte 
Zcrfall des NAcI stattfindet. Wenn Parallelreaktionen bezuglich der Ausgangsstoffe 
dieselbe Reaktionsordnung haben, so ergibt sich das Erscheinungsbild einer einheit- 
lichen Reaktion [5] [13]. Daher ist es niclit widcrspruchlich, dass die benutzten 
spektroskopischen Metlmden 151 [12-141 auf diesc Parallelreaktion lteinen Hinweis 
erbringen, obwohl deren Existenz durch Erlioliung der Gescliwindigkeitskonstanten 
der NAcI-Hydrolyse in Gegenwart von RSH in separaten Versuchen belegt ist (Tab. 7). 

Die Moglichkcit, dass der Acylrest ausser voni Schwefel aucli vom Aminstickstoff 
des N, S-Diacetyl-cysteinamids aus iibcrtragcn wircl, kann ausgeschlossen werden, 
da kcine Reaktion zu beobaditeii ist, wenn anstelle des Thioesters die entsprechende 
freie SH-Verbindung, N-Acetylcysteinamid, eingesetzt wird. 

Wesentlich sind jedoch die Nebenrcaktioneii des Acceptors. Unterhalb pH 9,25 
ergab eine Messung bei 264 nm keine ExtinktionsZnderung einer Losung von Cyan- 
cssigester in Pufier. Bei hoherern pH wurde eine Abnahme der Extinktion gemesscn, 
die z. B. bci pH 10,O eine Verseifungskonstante von 3 3  * lW3 s-l ergab, immerhin cu. 
40% der Gescliwindigkeit der Reaktion (3) (s. Tab. I ). Alinliclie Beobachtungen bei 
250 nm liegen von Jencks 1111 fur Lijsungcn des Cyanessigesters in Carbonatpuffer 
pH 10,2 und in Natronlauge vcrschiedener Konxentration vor. 

Nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit iindert die Gegenwart von lmi- 
dazol odcr RSH dieseii Sacliverhalt nicht. Da der pK des Cyanessigesters bei cu. 11 
liegt [ i l l  [27] (s.o.), ist aucli bei lioheren pH-Wcrten einc Dimerisierung in Betraclit 
zu zielien. 

Von den mogliclien Nebenreaktionen sind also nur von Bedcutung : a) Spontan- 
hydrolysc des NAcI, b) Spaltung des NAcI, durcli gebildetes RSH katalysiert, 
c) Verseifung des Acceptors Cyanessigester. 

Ausserdem beeinflusst Imidazol pH-abliangig dic Hydrolyse des NAcI durch einen 
Losungsmitteleffekt. 

Wie Fig. 8 zeigt, nimmt die Gescliwindigkeit der Gesamtreaktion (3) linear mit 
der Imidazolkonzentration zu, jedocli nicht in dem einer Katalyse entsprechenden 
Verhiiltnis. Daher niuss sich der erwaihnte Losungsmitteleffekt cbenfalls - verstarkt- 
auf die Gesamtreaktion auswirken. 
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Folgerawg f u r  d ie  Gesamtreaktioa. Der Befund, dass die Gesamtreaktion (3) lang- 
samer als jecie der beiden Teilreaktionen (4) und (5) verlauft, ist dadurch zu erkliiren, 
dass die durch das gebildete N-Acetylcysteinamid katalytisch besclileunigte Hydro- 
lyse des N-Acetylimidazols mit der Teilreaktion (5) konkurriert. 

I m i d o i o l  * 102, 

2 L 6 8 i0 

Fig. 8. A bhangtgkezt der Geschwmdzgkeztskonstanten der Gesamtreaktion (3) von der Imidazolkonzen- 
tration bet PH 9,0 unzd 25 ’C 
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Erratum 

Helv. 56, 2227 (1973), Abhandlung Nr. 235 von Niklaus Baumann : 
S. 2227, Zeile 9: [4b] anstatt [4a] ; 

H H 

I1 I1 

1 
S. 2233, Fig. 4: Ordinate -- wie bei Fig. 3; 

S. 2236, Zeile 3 und 17: (Gl. 7) anstatt (Gl. 6). 
@I1 
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