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{(compare yields of 21 and 22), or even allylic (6- or &-) 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)8).
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318. Kinetische Untersuchung der durch Imidazol katalysierten
Acyliibertragung von Thioestern auf Cyanessigester, einer
Modellreaktion zur enzymatischen Kniipfung von G, C-Bindungen
von Helmut Wenck') und Michael Schallies
aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitdt Tubingen

(4. IX. 73)

Zusammenfassung. — Die durch Imidazol katalysierte Acyliibertragung von Thioestern auf
Cyanessigsdureédthylester in wisserigem Medium als Modellreaktion zur enzymatischen Kniip-
fung von C,C-Bindungen besteht aus zwei Teilreaktionen: Bildung von N-Acectylimidazol und

1) Neue Postanschrift: Prof. Dr. H. Wenck, Lehrstuhl fiar Chemie und Didaktik der Chemie,
Pidagogische Hochschule Westfalen-Lippe, Lampingstrasse 3, D48 Bielefeld, Deutschland.
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Ubertragung des Acylrestes auf den Acceptor. Letztere Teilreaktion ist spektroskopisch einheitlich,
Mit dieser konkurriert die durch das entstehcnde RSH katalysierte Hydrolyse des N-Acetylimi-
dazols als Nebenreaktion. Hierdurch erklért sich die gegentiiber den beiden Teilschritten betricht-
lich verminderte Geschwindigkeit der Gesamtreaktion.

Bei konstantem pH nimmt die Geschwindigkeitskonstante der Gesamtreaktion linear mit
steigendem pKgg ab.

Einleitung. — Wihrend 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.C4.1 und E.C.6.4). C, C-Additionen wurden von Baker &
Reid [8] sowie von Cromyn [9] untersucht, Carboxylierungen — als Modell biotin-
abhidngiger Reaktionen - von Schaeffer & Bhargava [10]. Die Acyliibertragung von
N, S-Diacetylcysteamin auf Malonsdurederivate in wisserigem Milieu nach Lienkard &
Jencks [11] ist von besonderem Interesse, weil sie wie viele der oben genannten hy-
drolytischen Prozesse [1-7] durch Imidazol katalysiert wird.

Ziel dieser Arbeit sind weitere Ergebnisse zum Mechanismus der Acylitbertragung
auf Carbanionen. Hierzu sollte zunichst die Reaktion von Thioestern mit Cyanessig-
ester [11] durch Reaktionsspektren [5] und weitere moderne Verfahren [12-15] niher
iiberpriift und in einigen Parametern variiert werden.

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

Aui das Studium der bei beiden Systemen auftretenden Nebenreaktionen wurde
spezieller Wert gelegt.

Material und Methoden, — Substanzen: S-Acetyl-glutathion Schuchardt; S-Acetyl-thio-
cholinjodid puriss. Fiuka; N, S-Diacetyl-cysteinamid [16]; S-Acetyl-4-[-mercaptoithyl]-imida-
zol [2]; N-Acetylimidazol [17]; Cyanessigsdure-dthylester purum Fluka; Imidazol BASF, aus
Benzol mehrfach umkristallisiert; 4-Hydroxymethylimidazol [18]; 4-[ f-Hydroxyéthyl]-imidazol
[19]; 2-Methylimidazol BASF?); 2,4-Dimethylimidazol BASF?%); N-Acetyl-cysteinamid [20];
4-Mercaptomethyl-imidazol [2]; 4-[f-mercaptodthyl]-imidazol [2]; Glutathion Béhringer Mann-
heim; Acetyl-Coenzym A Béhringer Mannheim; Pyrogallol DAB 6 Merck; Argon Messer Gries-
heim, mit Pyrogallol-Lésung [21] gereinigt; Fixanal-Ampullen Riedel de Haén; Kaliumchlorid,
Natriumhydrogencarbonat, Natriumpyrophosphat, Oxalsiure, Puffersubstanzen nach Sérensen
sowic alle anderen Chemikalien p.a. Merck.

Gerdite und Methoden: Einwellenlingenkinetik bei 270 nm (Extinktionszunahme durch den
gebildeten 2-Cyano-acetessigester): Spektralphotometer Zeiss PMQ) 11 mit Doppelmonochroma-
tor MM 12, thermostatisierbarem Kiivettenhalter, Transmissions-Extinktions-Wandler und
Kompensations-Linienschreiber Sevvogor. Reaktionsspekiven: Registrierendes Spektralphotometer
Zeiss DMR 21 mit thermostatisierbarem Kivettenhalter. Thermostatisierung: Colova-Ultra-
Thermostat, Temperaturkonstanz 4- 0,01 °C. Kiivetten: Quarz 1 cm, Hellma 110 QS und 100 QS.
pH-Messung: Radiometer PHM 26 mit Radiometer-Elektroden G 202 C und K 401 (Eichpuffer
6,5 Radiometer). pH-Stai-Kinetik: Combi-Titrator Metrohm 3D mit Mikrobiirette 0,2 ml, Typ
E 425-1 und thermostatisierbarem Reaktionsgefiss EA 880 T-5 sowie Einstabelektrode EA 147 X.

Ansdtze: Puffer pH 7,0-8,75: 0,2M Pyrophosphat, nach Zugabe von Imidazol (0,1M) mit
0,2m HCIl zuriicktitriert. Puffer pH 9,0-10,0: 0,5m Carbonat. — Die Pufferlosungen waren 1M
an KCI, um die Ionenstdrke konstant zu halten. Sie wurden mit HyOpigest angesetzt und jewcils
vor den Messungen 5 Min. mit Argon durchstrémt.

%) Der Firma BASF danken wir fir die freundliche Uberlassung der Chemikalien,
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1. Messkiivette: a) Thioester als Donator: 2,0 ml Puffer mit Katalysator fir 0,1 M Endkonz. (bei
pH=9: 2,5 ml), 1,0 ml Cyanessigester fiir 10-2m Endkonz. (bei pH >9: 0,1 ml, entsprechend hé-
her konz.), 0,1 ml Donator fiir 5 - 10~4 Endkonz. b) N-Acetylimidazol als Donator: Gleicher An-
satz wie a fiur pH > 9; N-Acetylimidazol wurde — entsprechend héher konz. — in abs. Athanol
vorgelost.

11. Vergleichskiivelte: Gleicher Ansatz wie I, jedoch anstelle der Donatorldsung bidest. HyO
bzw. Athanol.

Gestartet wurde durch Einspritzen der Donatorlosung, bei pH > 9 durch gleichzeitiges Ein-
spritzen der Donator- und der Cyanessigester-Ldsung. Da die Substanzen in alkalischem Medium
nicht haltbar waren, wurden sie im letzteren Fall — entsprechend hoher konz. — in bidest. HyO
vorgeldst.

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

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

1 Ex-—-E,

o = Extinktion zur Zeit t = oo (vollstindiger Umsatz)
E, = Extinktion zur Zeit t =0
Et: = Extinktion zur Zeit t

Da zwischen In (Ee — E{) und t ein linearer Zusammenhang besteht, wurden
diese Grossen nach dem graphischen Verfahren gegeneinander aufgetragen; & wurde
aus der Steigung der Geraden berechnet:

In (B — Et) = In (Eeo — Ey) — At 2)

Obwohl die Steigung durch eine Ausgleichsrechnung nach der Methode der
kleinsten Fehlerquadrate ermittelt wurde, erwies sich dieses Verfahren in den meisten
Fillen als zu stéranfillig.

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

Wenn die Extinktionsdnderungen zwischen zwei Messpunkten zu gering wurden,
versagten die beiden letzteren Verfahren und Lieferten falsche Konstanten. Die den
Verfahren jeweils zugrundeliegende Linearitit wurde deshalb nach der Methode der
kleinsten Quadrate iiberpriift. Die Konstanten wurden nur dann als ¢richtig» betrach-
tet, wenn die Abweichungen um die errechnete Gerade stafistisch 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 Fillen der zu geringen Extinktionsinderungen ebenfalls keine Ver-
besserung der Ergebnisse.

Daher wurde die Reaktion der Thioester bei pH < 8,75 trotz der Fehlermdglich-
keit durch den Endwert E nach dem Verfahren der Einzelkonstanten ausgewertet.
Bei pH = 8,75 wurde diese Reaktion nach dem Verfahren von Swinbourne ausgewer-
tet, das sich auch fiir die Reaktion des N-Acetylimidazols im gesamten untersuchten
pH-Bereich als geeignet erwies.
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Alle Berechnungen wurden in ALGOL programmiert und mit einer Datenver-
arbeitungsanlage Control Data 3300 ausgefiihrt3).

Ergebnisse und Diskussion. — Spektroskopische Untersuchung der Gesamtreak-
tion. Zur niheren Untersuchung der Acyliitbertragung von Thioestern auf Malon-
sdurederivate [11] wurden N, S-Diacetyl-cysteinamid als Donator und 2-Cyanessig-
sdure-dthylester als Acceptor gewidhlt; letzterer zeigte bis pH 10 am wenigsten Neben-
reaktionen im Vergleich zu allen anderen in Frage kommenden Verbindungen. Imi-
dazolpuffer wurden nicht verwandt, da mit dicsen cine Variation der Imidazolkon-
zentration iiber grossere Bereiche kaum moglich ist; es wurden viclmehr die iiblichen
Phosphat-, Pyrophosphat- und Carbonatpuffer benutzt. 0,1mM Imidazol diente im
Standardfall als Katalysator.

Die Reaktionsspektren der Fig. 1 zeigen einc kontinuierliche Zunahme der Ex-
tinktion zwischen 255 und 295 nm, so dass die Aufnahme der Einwellenldngenkinetik
bei 264 nm [11] berechtigt erscheint. In einem isosbestischen Punkt (4 = 248 nm) bei
pH 8,0 schneiden sich die Spektren erst ab 5,5 Min. Reaktionsdauer, das Spektrum
bei 30 Sek. verliauft jedoch anders. Hieraus kann man auf die langsame Einstellung
eines stationaren Gleichgewichtes schliessen. Bei pH 9 und 10 liegt kein isosbestischer
Punkt vor. Nach Lage der Spektren sind bei pH 10 keine E-Diagramme [5] {12-13]
moglich. Bei pH 9,0 ergeben sich keine linearen E-Diagramme, die Reaktion ist also
nicht spektroskopisch einheitlich {5] {12-13]. Da dic Spektren bei diesem pH stark
zusammengedringt sind (Fig. 2), konnten keine Extinktionsdifferenzen-Quotienten-

300 290 280 270 260 250 A nm

TFig. 1. Reaktionsspektven dev Gesamtveaktion bei pH 8,0 und 25°C

3)  Der Leitung des Zentrums fiir Datenverarbeitung der Universitdt Tabingen danken wir fur
freundliches Entgegenkommen.
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Diagramme (15] [25] (EDQ-Diagramme) aufgestellt werden. Auch bei pH 8,0 sind
E-Diagramme nur in einem sehr schmalen Wellenldngenbereich zu gewinnen. Diese
I-Diagramme sind teils nahezu linear, teils sehr flach gekriiommt, ebenso ist das aus
sehr engem Bereich konstruierte EDQ-Diagramm 260/270//260/280 nm flach ge-
kriimmt, so dass tiber die spektroskopische Einheitlichkeit bzw. die Anzahl von Teil-
reaktionen bei diesem pH noch keine klare Aussage zu erhalten ist.

Weitere Schliisse kénnen nur aus der Untersuchung der Acylibertragung von
N-Acctylimidazol auf Cyanessigester als angenommener Teilreaktion [11] gezogen
werden(s.u.).

pH-Abhingigkeit: In Tab. 1 sind die Geschwindigkeitskonstanten pseudo-erster
Ordnung in Abhingigkeit vom pH dargestellt. Wertet man nach dem Verfahren von
Lindley [26] aus, das nur ene dissoziable Gruppe berticksichtigt, so ergibt sich ein
pK-Wert von 10,7 (IFig. 3). Dieser liegt in dem Bereich, innerhalb dessen die Angaben
iiber den pK der CH-aciden Gruppe im Cyanessigester variieren (10,5 [27] - 11,7 [11]).
Es liegt nahe, dass die Reaktion mit steigender Konzentration des Carbanions rascher
v.rliuft.

| - | i i
300 280 260 240 nm

Fig. 2. Reaktionsspehtven dey Gesamtreaktion bei pH 9,0 und 25°C



3064 HerveTica CHiMIcA AcTA — Vol. 56, Fasc. 8 (1973) — Nr. 318

Tabelle 1. pH-Abhingigkeit der Geschwindigkeitskonstanten dey Gesamireaktion (Standardfall) bei
25°C

pH 7,75 8,00 8,25 8,50 8,75 9,00 9,25 9,50 9,75 10,0
kR+103[s1] 0,394 0,401 0,496 0,690 1,02 1,99 3,38 4,97 7.45 10,1

1167
Lx10 [seq]

5 10 1B Hx 10"

Fig. 3. Lindley-Diagramm zur pH-Abhingigkeit dev Geschwindighkeit dev Gesamtveaktion 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 hingt die Reaktions-
geschwindigkeit der Acylitbertragung vom pKgg 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 pKsq zeigt.

"\S-Acetylthiochohnjndid (28]

K x10° [sec"]

7
\.N,S-Diocelylcys?einumld[2&]

* S-Acetylglutathion[28)

s S Acatylmercaptodthyl- ©
imidazol(?)

8 92 pKSH

Fig. 4. Abhingigkeit dev Geschwindigheit der Gesamireaktion vom pKgy des Donators bei pH 8,5
und 25°C. Die pKsu-Werte sind dev Litevatuy [2] [28] entnommen

Wegen seiner biologischen Bedeutung wurde auch Acetyl-Coenzym A als Donator eingesetzt.
Infolge der Uniibersichtlichkeit der Reaktionsspektren (zunichst 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 erwarten, da wegen
der héheren pKim-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. Geschwindighkeitskonstanten der Gesamtreaktion mit verschiedenen Imidazoldevivalen bei

25°C
pH Katalysator k-104 [s71]
8,0 4-Hydroxymethylimidazol 3,61
4-Hydroxyithylimidazol 3,37
Imidazol 3,94
9,0 2,4-Dimethylimidazol 11,3
2-Methylimidazol 8,01
Imidazol 19,9

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

4-Mercaptomethyl- und 4-Mercaptodthylimidazol zeigten bei pH 7 und 8 keine
katalytische Wirkung. Bei htheren pH-Werten machte eine beginnende Nebenreak-
tion, wahrscheinlich g-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
8,67 -10-%s-1, also eine geringere katalytische Wirkung als mit Imidazol (vgl. Tab. 1),
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 = 9,25 wurde eine Extinktionsabnahme
beobachtet, die der Verseifung des Cyanessigesters und deren Folgereaktionen ent-
spricht.)

Einheitlichkeit dey Acyliibertragungs-Reaktion von N-Acetylimidazol auf Cyanessig-
ester. Das bei der imidazolkatalysierten Esterhydrolyse {3] [5] [30] nachgewiesene
Zwischenprodukt N-Acetylimidazol (NAcI) wird auch fiir die Acyliibertragung von
Thioestern auf Malonsdurederivate als Intermedidrverbindung angenommen [11] [31].

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

Um die vorliegenden Befunde besser deuten zu kdnnen, 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. Fiir pH 8,0 liegt er bei 258 nm.

Dieser Hinweis auf spektroskopische Einheitlichkeit der Reaktion (5) wird durch
die Linearitit der Extinktionsdifferenzen-Diagramme (ED-Diagramme) bestitigt
(vgl. Fig. 6) [5] [12-13].
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Schema 1
CHy—CH-—CO—NH,  CH,—COOGH, CHy—CO—CH-—COOC,H;  CH,—CH—CO-NH, _
| | I Tmidazol | d
CHy—CO—S  NH—CO—CH; CN 2 CN SH NH—CO—CH,

Schema 2

—CH—CO-NH /TN [, CH—CO- /TN
C|H2 L‘H CO-XH, LN NH_ ?Hz |H CO-NH, 4 CH—CO—N N (4
CH,~CO—S  NH—CO—CH, N SH NH-—CO—CH, NS
/T “H,—COOC,H; AR "H,—CO—CH—COOC,}
CH,—CcoN N-l-(I —COOC,H; % NH+(H3 Co J COOC,H; o)
S CN N\ CN

Da NAcI bei der hier untersuchten Acyliibertragung (s. Tab. 3) ebenso wie bei
durch Imidazol katalysierten hydrolytischen Prozessen [3] [5] [30] kein sehr kurz-
lebiges Zwischenprodukt ist, kann bei Betrachtung der Gesamtreaktion (3) die
Bodenstein-Hypothese des stationdren Zustandes nicht angewandt werden. Daher
trifft der Begriff der spektroskopischen Einheitlichkeit auf die Reaktionsfolge (4) —
(5) nicht zu [5]. In Ubereinstimmung hiermit steht auch die Auswertung der Tem-
peraturabhingigkeit der Gesamtreaktion (3) bei pH 8,0 (Tab. 4), die auf ein nicht-
lineares Arrhenius-Diagramm aufgrund verschiedener Temperaturabhingigkeiten
der einzelnen Teilreaktionen schliessen ldsst, wihrend die Temperaturabhéngigkeit
der untersuchten Teilreaktion (5) im gemessenen Bereich (Tab. 5) ein lineares Arrhe-
nmius-Diagramm ergibt (Fig. 7). Aus diesem wurde eine Aktivierungsenergie von
16,8 kcal/mol errechnet.

0.9
08
0.7
061
05
0.4t
0,3
0.2

0.1

300 280 260 240 220 A nm
Fig. 5. Reaktionsspektven des Systems N-Acetylimidazol + Cyanessigester bei pH 7,8 und 25°C
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Tig. 6. ED-Diagramm des Systems N-Acetylimidazol + Cyanessigestey bei pH 8,0 und 25 °C

log K_‘_‘

L
32 33 1x40 [

Fig. 7. Arrhenius-Diagramm des Systems N-Acetylimidazol + Cyanessigestey bei pH 8,0

Tabelle 3. Geschwindigheitskonstanten dey Acylitbevtvagung von N-Acetylimidazol auf Cyanessigester
bet 25°C in Abhdngigkeit vom pH

pH k=103 [s71] k103 [s~1] bei Gegenwart

von 0,1M Imidazol
7,80 1,09 1,13
8,00 1,56 1,54
8,25 2,14 2,13
8,50 3,39 3,40

Tabelle 4. Geschwindigheitskonstanten der Gesamireaktion (3) ber pH 8,0 in Abhdngigkeit von der
Temperatuy

T°C 25,0 30,0 34,6

k104 [s71] ] 3,94 A 6,03 8,09
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Tabelle 5. Geschwindigheitskonstanten der Acylitbertragung von N-Acetylimidazol auf Cyanessigester
bei pH 8,0 in Abhdangigkeit von dev Temperatuy

T °C 25,0 34,8 44,3

k-108 [s71] 1,56 3,81 9,09

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

Bildung des N-Acetylimidazols aus 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-Acetylimidazols, deren Maxima sich zudem noch iiber-
schneiden, nicht méglich. 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 - 10-2 und bei pH 10,0 zu 1,4 - 10-2 s~1 geschitzt werden.

Bei 264 nm wird die Extinktion im pH-Bereich 9-10 nach anfinglicher Zunahme
ab ca. 5 Min. konstant. Wahrscheinlich stellt sich nach einer ersten Phase der NAcl-
Bildung ein Gleichgewicht zwischen NAcI-Bildung und -Zerfall ein. Diese Bildungs-
zeit des NAcI ist auch in den Reaktionsspektren der Gesamtreaktion (Fig. 1) zu
beobachten (s.0.). Ahnliche Effekte treten bei der durch Imidazol katalysierten
Esterhydrolyse [3] [5] [30] auf.

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

In einer friiheren Arbeit [25] wurde die Acyliibertragung von einem aromatischen
Thioester auf Imidazol untersucht, wobei sich anhand von EDQ-Diagrammen zeigte,
dass die Bildung von NAcI und dessen anschliessender Zerfall zwei spektroskopisch
einheitliche Reaktionen sind.

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

Nebenreaktionen. Einige experimentelle Befunde, u.a. das gekrtimmte EDQ-Dia-
gramm (s.0.) sowie die Tatsache, dass die Gesamtreaktion (3) langsamer verlduft als
jeder der beiden Teilschritte (4) und (5) [s. Tab. 6], 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 dargestelit.

Zunichst war die Spontanhydrolyse des Thioesters zu untersuchen. Es stellte
sich heraus, dass der Thioester bis pH 9 stabil ist; bei pH 10,0 wurde am pH-Staten
eine Zerfallskonstante von 1,81 - 10~¢ s~ ermittelt. Dies steht in Ubereinstimmung
mit der Untersuchung des aromatischen Thioesters {25], dessen Hydrolyse bei pH 7,5
vollig vernachlidssigbar und bei pH 9,1 sehr langsam ist.

Weiter musste gepriift 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) ausiiben oder
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Schema 3. Acylitbertragung von N,S-Diacetylcysteinamid auf Cyanessigsduredthylester mit mdg-
lichen Nebenveaktionen

0
HNéCHCH-scc ‘) aN
HNC-CH, & /) ch_g_d: Hg-O-Cz He
o H
N,S-DIACE T YLCYSTEINAMID Z-CYANOACETESSIGESTER
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lﬁg atalyi 5 OH-
? .
C-ce CHEOO CN
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0 N -6\@’(\ O L
N cno D ®E CN
HNC-CHOHSS S CHGH- c NH, tH.-%-CH-("I—O-CAHs (';H;%-OH
HNGCH,  HNG-CH, o
0 0
Tabelle 6. Vergleich der Geschwindigkeitskonstanten bei 25°C
Gesamtreaktion (3) Teilreaktion (4) Teilreaktion (5)
pH £ 10° [s71] k108 [s71] k108 s
8,5 0,69 - 3,4
9,0 1,99 7,2 5,0

durch Extinktionsinderungen im verwendeten Wellenldngenbereich op#isch eine
Beeinflussung vortduschen.

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 4dnderten sich auch in Gegenwart von 0,1M Imidazol nicht, so dass eine op-
tische Stérung durch das entstehende RSH bzw. RS- nicht vorliegt. Hinweise auf
B-Eliminierung von H,S wurden nicht gefunden. Die frithere 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 verlduft.

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 verlduft als die Acyltibertragung von NAcI auf
Cyanessigester (vgl. Tab. 3). Imidazol beschleunigt bei pH 7,8 und 8,0 die NAcI-
Hydrolyse um rund 20%, bei steigendem pH in noch geringerem Masse. Hieraus ist
zu folgern, dass es sich nicht um 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 stérkerer Polarisierung
durch Erhdhung der Dielektrizititskonstante 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 crheblich beschleunigt.

Tabelle 7. Geschwindigheitskonstanten dey Hydrolyse von N- dcetylinidazol bei 25°C in Abhingigkeit

vom pH
pH k103 [S_lj klm <108 [Sfl:[ k'}{SII S 108 [S—lj
7,80 0,99 1,19 7,14
8,00 1,29 1,56 6,96
8,25 1,77 1,96 6,71
8,50 2,70 2,77 8,21
kim = Geschwindigkeitskonstante in Gegenwart von 0,1M Imidazol

krsu = Geschwindigkeitskonstante in Gegenwart von 5 - 10~%m N-Acetyleysteinamid

Es ist also davon auszugchen, dass neben der Acylitbertragung von NAcI auf
Cyanessigester — Teilreaktion (5) ~im Gesamtsystem auch der durch RSH katalysierte
Zerfall des NAcI stattfindet. Wenn Parallelreaktionen beziiglich der Ausgangsstoffe
dieselbe Reaktionsordnung haben, so crgibt sich das Erscheinungsbild einer einheit-
lichen Reaktion [5] [13]. Dahler ist es nicht widerspriichlich, dass die benutzten
spektroskopischen Methoden [5] [12-14] auf diesc Parallelreaktion keinen Hinweis
erbringen, obwohl deren Existenz durch Erh6hung der Geschwindigkeitskonstanten
der NAcI-Hydrolyse in Gegenwart von RSH in separaten Versuchen belegt ist (Tab. 7).

Die Méglichkeit, dass der Acylrest ausser vom Schwefel auch vom Aminstickstoff
des N, S-Diacetyl-cysteinamids aus iibertragen wird, kann ausgeschlossen werden,
da keine Reaktion zu beobachten ist, wenn anstelle des Thioesters die entsprechende
freie SH-Verbindung, N-Acetylcysteinamid, eingesetzt wird.

Wesentlich sind jedoch die Nebenreaktionen des Acceptors. Unterhalb pH 9,25
ergab einc Messung bei 264 nm keine Extinktionsinderung einer Losung von Cyan-
cssigester in Puffer. Bei hoherem pH wurde eine Abnahme der Extinktion gemessen,
die z.B3. bei pH 10,0 eine Verscifungskonstante von 3,9 - 10-% s~ ergab, immerhin ca.
409, der Geschwindigkeit der Reaktion (3) (s. Tab. 1). Ahnliche Beobachtungen bei
250 nm liegen von Jencks [11] fiir Losungen des Cyanessigesters in Carbonatpuffer
pH 10,2 und in Natronlauge verschiedener Konzentration vor.

Nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit dndert die Gegenwart von lmi-
dazol oder RSH diesen Sachverhalt nicht. Da der pK des Cyanessigesters bei ca. 11
liegt [11] [27] (s.0.), ist auch bei hoheren pH-Werten eine Dimerisierung in Betracht
zu ziehen.

Von den moglichen Nebenreaktionen sind also nur von Bedeutung: a) Spontan-
hydrolysc des NAcI, b) Spaltung des NAcl, durch gebildetes RSH katalysiert,
¢) Verseifung des Acceptors Cyanessigester.

Ausserdem beeinflusst Imidazol pH-abhingig die Hydrolyse des NAcI durch einen
Losungsmitteleffekt.

Wie Fig. 8 zeigt, nimmt die Geschwindigkeit der Gesamtreaktion (3) linear mit
der Imidazolkonzentration zu, jedoch nicht in dem einer Katalyse entsprechenden
Verhiltnis. Daher muss sich der erwihnte Losungsmittelefiekt ebenfalls — verstarkt—
auf die Gesamtreaktion auswirken.
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Folgerung filr die Gesamtreaktion. Der Befund, dass die Gesamtreaktion (3) lang-
samer als jede der beiden Teilreaktionen (4) und (5) verlduft, ist dadurch zu erkliren,
dass die darch das gebildete N-Acetylcysteinamid katalytisch beschleunigte Hydro-
lyse des N-Acetylimidazols mit der Teilreaktion (5) konkurriert.

K x 107 [see”’1 /
18 /

Imidazol x 102 m

2 L3 [ 8 10

Fig. 8. Abhingigkeit dev Geschwindigheitskonstanten der Gesamtveaktion (3) von deyr Imidazolkonzen-
tration bei pH 9,0 und 25°C
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Erratum

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

H H
2 |
e N\ )I 7N N\ v H
S, 2231: anstatt I ;
\N/ \Ph N \H/ \Ph
1I 1I

1
S. 2233, Fig. 4: Ordinate - wie bei Fig. 3;
11

S. 2236, Zeile 3 und 17: (GL 7) anstatt (GL 6).
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