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The behaviour of a-benzyl-a-bromo-malononitrile (BBMD) as oxidizing agent was characterized.
The dependence of the electrochemical reduction potentials of BBMD on the pH-values of the
solutions was examined. BBMD is reduced in a two-electron wave with half-wave potentials between

+230 and +312mV vs. Ag/AgCl/CI".

BBMD is able to oxidize different organic compounds with OH-, SH-, NH- and CH-groups as
well as a series of biological reducing agents as ubihydroquinone, plastohydroquinone, dihydro-

lipoic acid, FADH,, NADPH and NADH.

In all these cases BBMD is reduced to benzylmalononitrile. Kinetic investigations of this
reduction process using NADH as reducing agent and also NMR-investigations using deuterated
NADH-models showed that BBMD is directly reduced to benzylmalononitrile without producing

benzylidenemalononitrile as intermediate.

The reduction of BBMD with reduced pyridine nucleotides as well as that of benzylidene-
malononitrile were accelerated by an enzyme which was concentrated from human erythrocytes,
using 2-chloro-benzylidenemalononitrile (CS) as substrate.

Einleitung

a-Benzyl-a-brommalonitril (BBMD) 7% wurde in
verschiedenen biologischen Systemen als wirksam
gefunden. Es ist toxisch fiir Ratten mit der LDyg,
von 60 mg/kg ®, hemmt das Wachstum verschiedener
Pilzstimme in Konzentrationen von M/1000 —
M/2500, das von Tuberkelbazillen und Trichomona-
den mit M/5000°. Bei Hefe wird die Atmung mit
M/5000 vollstandig blockiert, die Glukose-Vergidrung
mit M/1000 betriichtlich gehemmt ©.

In jiingster Zeit sind mehrere Arbeiten iiber die
Wirkung von BBMD auf die Photosynthese von iso-
lierten Chloroplasten erschienen, wobei die Meinun-
gen iiber den speziellen Angriffspunkt der Verbin-
dung unterschiedlich sind. Brandon und Elgersma?
nehmen an, dafl BBMD als Elektronenacceptor im
Photosystem II interferiert, wihrend Wolff, Biichel
und Renger ® den priméren Angriffspunkt im Photo-
system I sehen, dartiber hinaus aber auch eine hem-
mende Wirkung auf Photosystem II postulieren. Ob-
wohl Ubereinstimmung darin besteht, dal BBMD
als Elektronenacceptor, d.h. als Oxidationsmittel
wirksam wird, bleiben zwei Fragen offen.
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Zunichst: Welches ist der eigentliche Elektronen-
donator, d.h. das Reduktionsmittel auf Seiten des
biologischen Systems? Hierfiir sollten die reduzier-
ten Stufen aller Redoxsysteme in Frage kommen,
die am Elektronenfluf} im photosynthetischen Appa-
rat beteiligt sind, sofern deren Redoxpotentiale dies
erlauben. Die Potentiale konnen sehr verschieden
sein. Wahrend z. B. Photosystem I durch Umwand-
lung von NADP* in NADPH ein Reduktionsmittel
mit stark negativem Potential (—0,32 V) produ-
ziert, wird im Photosystem II ein Reduktionsmittel
mit ca. 0,4V positiverem Potential erzeugt, charak-
terisiert durch das Plastochinon-Plastohydrochinon-
Paar.

Die zweite offene Frage ist: Welches Reduktions-
produkt entsteht aus BBMD und auf welchem Wege
wird dieses gebildet? Wolff, Biichel und Renger8
haben zum Mechanismus zwei Moglichkeiten vorge-
schlagen: Erstens, die Reduktion einer Nitrilgruppe
mit anschliefender Hydrolyse zum Aldehyd und
zweitens, die Reduktion zu Benzylmalonitril, die
sie als ,,reductive bromo-elimination“ bezeichnen.
Dabei wird offen gelassen, ob das BBMD selbst,
wahrscheinlich am positivierten Bromatom, die
Elektronen aufnimmt, oder ob aus BBMD durch
HBr-Abspaltung zunéchst Benzylidenmalonitril ge-
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bildet wird, das dann der eigentliche Elektronen-
acceptor ware.
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Wolff et al. 8 favorisieren den Reaktionsweg I. Da-
bei soll der zunéchst gebildete Aldehyd durch einen
sich anschliefenden Oxidationsschritt in die Carbon-
sdure uberfiihrt werden.

Neben der direkten Reduktion zu Benzylmaloni-
tril (Reaktionsweg II), sollte auch die intermediare
Bildung von Benzylidenmalonitril und dessen Re-
duktion einen moglichen Reaktionsweg darstellen,
denn einerseits geht BBMD, besonders bei Einwir-
kung von Basen, leicht in Benzylidenmalonitril
iber, andererseits ist Benzylidenmalonitril bekannt
als Stammverbindung einer Substanzklasse von viel-
faltiger biologischer Aktivitit. Die Stammverbin-
dung selbst sowie zahlreiche Derivate sind Reizstoffe
der Schleimhédute von Mund, Nase und Augen . Die
wirksamsten Verbindungen sind halogensubstituiert,
so auch das als ,riot control agent” verwendete 2-
Chlorbenzylidenmalonitril (CS). Andere Derivate
wie z.B. das 3.5-Di-tert-butyl-4-hydroxibenzyliden-
malonitril gehdren zu den am stirksten wirksamen
Entkopplern der oxidativen Phosphorylierung 0.

Zur Klirung der aufgezeigten Fragen haben wir
die Elektronenaufnahme des BBMD und die sich
anschlieBende  chemische Veranderung elektro-
chemisch untersucht, seine Wirksamkeit als Oxida-
tionsmittel gegeniiber verschiedenen organischen
Reagenzien getestet, seine Reaktivitdt gegniiber den
reduzierten Stufen einer Reihe der wichtigsten bio-
logischen Redoxkatalysatoren analytisch und pripa-
rativ studiert, sein Reduktionsprodukt isoliert und
charakterisiert, den Reduktionsmechanismus mit
deuterierten NADH-Modellen untersucht sowie die
beschleunigende Wirkung eines aus menschlichen
Erythrozyten angereicherten Enzyms auf die BBMD-
und Benzylidenmalonitril-Reduktion gemessen.

Material und Methoden

a-Benzyl-a-brommatonitril (BBMD) wurde durch
Bromierung von Benzylmalonitril in basischer Lo-
sung dargestellt2. Um optimale Ausbeuten zu er-
halten, sollte dabei die Temperatur unter — 10 °C
gehalten werden. Nach mehrmaliger Kristallisation
aus absol. Athanol war das Produkt gaschromato-
graphisch einheitlich mit einem Schmelzpunkt von
119 —120 °C.

Die elekirochemischen Messungen wurden in
einem Losungsmittelgemisch aus Britton-Robinson-
Puffer (0,04 M wiBrige Losung an Phosphorsiure,
Phenylessigsdure und Borsiaure — pH-Einstellung
mit 1 N NaOH) und Athanol (Uvasol der Fa. Merck
AG, Darmstadt) im Verhiltnis 1:1 (v/v) durchge-
fihrt, mit 0,1 M KNO; als Leitsalz. Die Arbeitselek-
trode war eine rotierende (DC-Voltammetrie) bzw.
stationdre (Cycl. Voltammetrie) Pt-Scheibenelek-
trode von 1,3 mm Durchmesser, bei der Coulo-
metrischen Messung ein Pt-Blech von 5cm? Ober-
fliche. Als Gegenelektrode diente ein Pt-Draht im
jeweiligen Losungsmittelgemisch und als Referenz-
elektrode Ag/AgCl/Cl". Die Pt-Scheibenelektrode
belegt sich schnell, sie wurde vor jeder Messung
geschliffen und poliert. Zur Aufnahme der DC- und
Cycl. Voltammogramme wurden jeweils 8 mg BBMD
in 30 ml sauerstofffreiem Athanol/Puffer unter kraf-
tigen Rihren (10 —15min) gelost. Fiir die Coulo-
metrie wurden 20mg BBMD zunichst in 20 ml-
sauerstofffreiem Athanol gelost, dann mit 20 ml Puf-
fer pH 5 versetzt.

Als Mefigerate wurden verwendet: Spannungs-
quelle: Voltage Scan Generator VSG 72; Potentio-
stat: Potential Control Amplifier PCA 72C und In-
tegrator: Wenking SST 70 der Fa. Bank Elektronik,
Gottingen. Schreiber: Servogor XY der Fa. Metra-
watt, Niirnberg.

FADH, wurde durch Reduktion von FAD (Fa.
Hoffmann-La Roche, Basel) mit Dithionit 11, Dihy-
droliponsdure (LAH,), Ubihydrochinon (UQH,)
und Plastohydrochinon (PQH,) aus Liponsédure
(LA), Ubichinon 10 (UQ) bzw. Plastochinon 9
(PQ) der Fa. Hoffmann-La Roche, Basel, durch Re-
duktion mit NaBH, %13 gewonnen, NADH und
NADPH wurden als Handelsprodukte der Firma

Boehringer, Mannheim, verwendet.

Die Oxidationen von UQH,, PQH, und LAH,
wurden in Athanol (Uvasol, Merck) unter N,
durchgefiihrt, die Umsetzung mit FADH, in M/20
Phosphatpuffer pH 6 unter N,, die Reaktionen mit
NADPH und NADH in M/20 Phosphatpuffer pH 6
und 7,5.

Zur diinnschichtchromatographischen Verfolgung
der Oxidationen von UQH, und PQH, wurden die
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Losungsmittelkombinationen ~ LI:Benzol/n-Heptan/
Acetonitril 3:2:1 (v/v/v) und LII:Benzol/Methanol
9:1 (v/v) benutzt, als Platten kamen die DC-Fer-
tigplatten Kieselgel 60 F,5, (Fa. Merck) zur An-
wendung. Die tibrigen Reaktionen wurden elektro-
nenspektroskopisch durch Messung der Zu- bzw.
Abnahme charakteristischer Banden als Funktion der
Zeit mit folgenden Meflgerdten verfolgt: Spektro-
photometer der Fa. Beckman, Modell 25 mit Schrei-
ber und Zeiss-Gerat PM 4 mit Transmission-Konzen-
trationsrechner und XP 2 Drucker.

Die gaschromatographischen Analysen wurden
durchgefiihrt mit einem Geridt von Hewlett Packard,
Modell 76W Research Chromatograph mit FID-De-
tektor bei 280 °C, Einspritzblocktemp. 200 °C und
He als Tragergas. Saule 1 : 3 ft. Glassiule mit 15%
Apiezon L auf Gaschrom P, Arbeitstemp. 140 °C
und Siule 2:12 ft Glassdule mit 5% SE 52 auf
Chromosorb WAW DMCS 100 — 200 mesh, Arbeits-
temp. 140 °C-

Sdule 2 trennt BBMD (R;: 10,8 min) von Ben-
zyl- (R: 13,5 min) und Benzylidenmalonitril (R;:
16,4 min), bei Verwendung von Saule 1 haben
BBMD und Benzylmalonitril identische Retentions-
zeiten (17,6 min), gute Trennung von Benzyliden-
malonitril (R;: 29,45 min).

Die IR-Spektren wurden mit einem Perkin-Elmer-
Gerit Infra-cord 137 NaCl, die NMR-Spektren mit

einem Varian-Gerdt A 60 aufgenommen.

Ergebnisse und Diskussionen

In den cyclischen Voltammogrammen (Abb. 1)
beobachtet man keinen Oxidationspeak. Dies deutet
darauf hin, dal nach der Elektronenaufnahme eine
schnelle irreversible chemische Reaktion eintritt, wo-
bei das Reaktionsprodukt im MeBbereich nicht wei-
ter elektrochemisch verdndert wird.

Das DC-Voltammogram (Abb. 2) zeigt nur eine Re-
duktionsstufe, die nach der logarithmischen Analyse !4
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Abb. 1. C_yclisches Voltammogramm, 1,13X10—3m BBMD
in 30 ml Athanol/Britton-Robinson-Puffer pH 5 (1:1), Ge-
schwindigkeit 50 mV/sec.

irreversibel ist (s =102 —105). Wahrend die Form
der Reduktionswelle vom pH-Wert der verwendeten
Pufferlosungen nahezu unabhéngig ist, verschiebt
sich das Halbstufenpotential um ca. 20 mV pro pH
Einheit (Tab. I).

[mV]E +600

+200

Abb. 2. DC-Voltammogramm, 1,13X10—3M BBMD in 30 ml
Athanol/Britton-Robinson-Puffer pH 5 (1:1).

Tab. I. Abhingigkeit der Halbstufenpotentiale der BBMD-
Reduction in Athanol/Britton-Robinson-Puffer (1:1) vom
pH-Wert des Puffers, Referenzelektrode Ag/AgCl/Cl.

pH des Puffers 3 4 5 6 7

E1/2 210 mV 312 292 270 248 230
S=dE/dlog(I/Ia—1I) 102 105 103 103 104

Pro Mol BBMD werden zur Reduktion zwei Elek-
tronen benatigt. Dies ergab die Coulometrische Mes-
sung, deren Fortgang DC-polarographisch an der
Abnahme des Grenzstromes verfolgt wurde. Als Re-
duktionsprodukt entsteht ausschliellich Benzylmalo-
nitril. Es konnte durch Extraktion mit Ather isoliert
werden und wurde im Vergleich mit einer durch
Reduktion von Benzylidenmalonitril mi NaBH, her-
gestellten authentischen Probe 1* identifiziert.

Die elektrochemische Reduktion laft sich durch
folgendes Formelschema charakterisieren:

H CN

R CN 1 G
)-5-¢-8r + 20 + 2H" —— -C-C-H + HBr
H CN HCN
Es war zu erwarten- dal BBMD ein relativ star-
kes Oxidationsmittel ist, da es im Sinne der
O — C(CN),-Analogie 16 als analoges Benzylhypo-

bromit aufzufassen ist.
HCq-CH,CCN);-Br HeCg~CH,~0-Br

A oder
Basen
HgCe-CH=C(CN), + HBr HsCg—CH=0 + HBr

Im Gegensatz zu den instabilen Hypobromiten,

die unter HBr-Abspaltung in die Aldehyde iber-
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Tab. II. Oxidationen mit BBMD.

Ausgangsprodukt Losungsmittel Temp. Zeit Reaktionsprodukt Ausb. Benzylmalonitril
[°C] [h] % d. Th. Ausb. % d. Th.

Hydrochinon Benzol 80 il p-Benzochinon 554a 60 a
Thioglykolsdaure Aceton 20 2 Thiodiglykolsdure 20 b 752
Hydrazobenzol Benzol 80 1 Azobenzol ¢ 15d 502
Dihydroanthracen Dichlormethan 20 16 Anthracen 60 a 60 2
Leukomalachitgriin Dichlormethan 20 16 Malachitgriin 50b 752
Cycloheptatrien Acetonitril 82 1 Tropyliumbromid 28 b 80a,e
N-Bzl-NAH, { Dichlormethan 20 2 N-BzlI-NAH-bromid g 96 h 88b
N-DCB-NAH, i Dichlormethan 20 2 N-DCB-NAH-bromid k 95 h 83b

a, GC-chromatographisch bestimmt; b, nach Abdest. des Losungsmittels aus dem Riickstand isoliert; c, teilweise Benzidin-
umlagerung, Benzidiniumbromid féllt aus; d, DC-chromatographisch bestimmt; e, beim Erhitzen von BBMD in Acetonitril
ohne Cyclohaptatrien (1 h) tritt nach der GC-Analyse in 8 —12% Ausb. Reduktion zu Benzylmalonitril ein; f, N-Benzyl
1.4-dihydronicotinsdureamid; g, N-Benzyl-nicotinsdureamid-bromid; h, fallt bei der Umsetzung aus und wird abfiltriert; i, N-
(2.6-Dichlorbenzyl) -1.4-dihydro-nicotinsdureamid; k, N-(2.6-Dichlorbenzyl)-nicotinsdureamidbromid.

gehen, ist BBMD bei Raumtemperatur bestdndig.

Die analoge HBr-Abspaltung unter Bildung von
Benzylidenmalonitril tritt erst bei langerem Er-
hitzen iiber den Schmelzpunkt ein! oder beim Be-
handeln der Losungen mit Basen wie z. B. Tridthyl-
amin oder Pyridin. Bei der Einwirkung wilriger
basischer Losungen hydrolysiert das zunéchst ge-
bildete Benzylidenmalonitril zu Benzaldehyd 2.

Wir konnten mit BBMD eine Reihe von OH-, SH-,
NH- und CH-Verbindungen oxidieren. Die Ergeb-
nisse sind in Tab. II zusammengestellt.

Als Reaktionsprodukt des BBMD entsteht in allen
Fallen Benzylmalonitril. BBMD ist vergleichbar mit
dem vielfach verwendeten Oxidationsmittel N-Brom-
succinimid (NBS), wird jedoch von diesem in der
Oxidationswirkung iibertroffen (El/2 bei pH 5
750 mV gegen SCE 17).

Besonders auffallend ist der Reaktivitatsunter-
schied gegeniiber primiren und sekundéren Alkoho-
len. So konnten wir bei der Umsetzung von BBMD
mit Cyclohexanol oder Benzylalkohol auch nach
mehrstindigem Erhitzen in Benzol keine, bei der
Umsetzung mit Benzhydrol und Fluorenol nur Spu-
ren der entsprechenden Oxidationsprodukte nachwei-
sen. Bei NBS wird die primére Bildung einer Hypo-
bromit-Zwischenstufe diskutiert 8, die nach HBr-
Abspaltung dann zum Aldehyd bzw. Keton fiihrt.
Offenbar ist es diese Umwandlung ins Hypobromit,
die bei der BBMD-Reaktion nicht eintritt. Wir ver-
muten, daBl das Potential hierfiir nicht ausreicht, es
wird ndmlich umgekehrt Benzylmalonitril von frisch
hergestelltem Methylhypobromit!® in BBMD iber-
fihrt.

CHy=0-Br + {)~CHp=CENH —— Chy=O-H + {)-CH-CEN=Br

BBMD ist verglichen mit NBS ein schlechtes Bro-
mierungsmittel. Cyclohexen wird in Tetrachlor-
methan unter Zusatz von Benzoylperoxid zu 10 bis
14% in o-Stellung bromiert 2, die analoge Reaktion
mit 2.6-Dichlortoluol ergibt 8 —10% 2.6-Dichlor-
benzylbromid.

BBMD oxidiert die reduzierte Form einiger bio-
logischer Redoxsysteme nach folgendem Schema:

XHy + {)~Cry=CEN)-Br —— X + {)~CHp=CN,—H + HBr

Tab. III. Halbstufenpotentiale der verwendeten Redox-

systeme.

X/XH, E; mV

Ubichinon 10 (UQ)/
Ubihydrochinon (UQH,)

Plastochinon 9 (PQ)/
Plastohydrochinon (PQH,)

FAD/FADH,

Liponsidure (LA)/
Dihydroliponsdure (LAH,)

NAD*/NADH

NADP*/NADPH

+100 %, 489 21

+25 21b
—219 20

—290 20, —320 22
—39020
—394.20

PQH, und UQH, wurden in Athanol (2 x 10~ M)
unter N, mit BBMD versetzt (8 x 107*M) und bei
Raumtemperatur oder 40 °C oxidiert. Die DC-
chromatographische Analyse zeigt neben Benzyl-
malonitril und dem entsprechenden Chinon keine
weiteren Reaktionsprodukte. PQH, wird schneller
oxidiert als UQH,. Bei einer Reaktionstemperatur
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Tab. IV. Rp-Werte (DC-Chromatographie),
Substanz uQ UQH, PQ PQH, BBMD Benzyl.- . LI: Benzol/n-Heptan/Acetonitril (3:2:1),
malonitril LII: Benzol/Methanol (9:1).
Rp mit LI 0,67 0,64 0,71 0,60 0,52 0,38
Rp mit LII 0,77 0,72 0,74 0,61 0,63 0,57

von 40 °C ist bis zum Verschwinden des PQH, im
DC-Chromatogramm eine Reaktionszeit von 35 bis
45 min, bei UQH, von 180—200min zu beob-
achten.

UV-spektroskopische Verfolgung der Reaktionen
ist nicht moglich, da sich im entscheidenden MeS-
bereich von 250 — 300 nm, den Absorptionsmaxima
von Chinon und Hydrochinon (Z,,, in Athanol:
UQ =275, UQH, =290, PQ = 254, PQH, = 290 nm)

300 350

inm)

Abb. 3. LAH,+BBMD, Anderung des Elektronenspektrums

nach Zugabe von BBMD, Losungsmittel: Athanol, Konzen-

trationen: LAH, 4,61X10—%mM, BBMD 9,20X10— %M, a:

Ausgangslosung LAH,, b: 15sec, ¢c: 3 min nach Zugabe,
d: Kontrollosung LA.

054
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Abb. 4. LAH,+BBMD, Extinktionsénderung bei 333 nm als
Funktion der Zeit, Losungsmittel : Athanol, Konzentrationen:
LAH, 4,61 X10—3 M, BBMD 9,20 X103 m.

starke Restabsorptionen von BBMD und Benzyl-
malonitril tiberlagern.

ln Y(x-z) x=[BBMD]
X(y-z]  y=[LAH,]
400T
3007 v//a
2001
100+
1 2 3[min]

Abb. 5. LAH,+BBMD, graphische Darstellung der Reak-
tion 2. Ordnung, Losungsmittel: Athanol, a: Konzentrations-
verhdltnis LAH, : BBMD = 1:2, LAH, 4,61X1073Mm,
BBMD 9,20X10—%m, b: LAH, : BBMD = 2:1, LAH,
9,60X10—%m, BBMD 4,78X10—3 m.
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Abb. 6. FADH,+BBMD, Anderung des Elektronenspek-

trums nach Zugabe von BBMD, Konzentrationen im Test:

FADH, 5,1X10—%m, BBMD 2,55X10—%M, Stammlosun-

gen: FADH, in 0,2M NaHCO;, BBMD in Athanol (Uva-

sol), Stammlésungen werden mit M/20 Phosphatpuffer pH 6

1:30 verdiinnt, a: Ausgangslosung FADH,, b: 15sec, c:
1 min, d: 10 min nach Zugabe, e: Kontrollosung FAD.

[nm]
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Abb. 7. NADH + BBMD,
Anderung des Elektronen-
spektrums nach Zugabe von
BBMD, Konzentrationen im
Test: NADH 2,7X10—% M,
BBMD 2X10—% M, Stamm-
losung NADH in M/20 Phos-
phatpuffer pH 6 wird 1:20,
Stammlosung  BBMD  in
Athanol (Uvasol) 1:40 mit
M/20 Phosphatpuffer pH 6
verdiinnt, a: Ausgangslosung
NADH, b: 3min, c: 13 min,
d: 33 min, e: 63 min, f:
100 min nach Zugabe

0.4t

0,2

290 340 390(nm]

0,75

0,5

75 15 30 [min]

Abb. 8. NADH + BBMD, Extinktionsinderung bei 340 nm
als Funktion der Zeit, Konzentrationen siehe Abb. 7.

n B

E
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75 15 30 [min]

Abb. 9. NADH + BBMD, graphische Darstellung der Ab-
nahme an NADH nach einer Kinetik 1. Ordnung, Konzen-
trationen siehe Abb. 7.
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101

7:5 15 30

Abb. 10. NADH + BBMD, Abhingigkeit der Geschwindig-
keitskonstanten vom Konzentrationsverhiltnis BBMD :NADH,
Losungsmittel : M/20 Phosphatpuffer pH 6.

[min]

Erwartungsgemidfl wird die Dihydroliponsaure
(LAH,) erheblich leichter oxidiert als PQH, bzw.
UQH, . Benzylmalonitril ist gaschromatographisch
leicht nachzuweisen, die Bildung der Liponsédure
(LA) kann bequem UV-spektroskopisch verfolgt
werden (Abbn. 3 und 4). Es ist eine Reaktion 2.
Ordnung (Abb. 5) mit einer Reaktionsgeschwindig-
keitskonstanten von 2751-mol ! min~1. Auch die
Oxidation von FADH, ist spektroskopisch leicht zu
verfolgen: Dabei iiberlagern sich, wie Abb. 6 zeigt,
im Bereich von 350 — 500 nm die Extinktionen des
abnehmenden FADH, und die des entstehenden
FAD.

Die Oxidation der reduzierten Pyridinnucleotide
NADPH und NADH mit BBMD wurde in M/20
Phosphatpuffer pH 6 und 7,5 durchgefithrt. Das
Benzylmalonitril 1aB3t sich, wie bei allen Oxidationen,
DC- oder GC-chromatographisch nachweisen, bei
Ansitzen mit hohen Konzentrationen kann es auch
durch Extraktionen mit Ather isoliert werden. Die
Abnahme an NADH bzw. NADPH wurde UV-spek-
troskopisch bei 340 nm (Abbn. 7 und 8) gemessen.
Sie erfolgt formal nach 1. Ordnung (Abb. 9).

Die Geschwindigkeitskonstanten sind abhéngig
vom Konzentrationsverhaltnis der Reaktionspartner
(Abb. 10) und in geringerem Mafle auch vom pH-
Wert (Abb. 11).

BBMD spaltet, wie oben ausgefiihrt, insbesondere
bei Einwirkung von Basen HBr ab und bildet Ben-
zylidenmalonitril. Man koénnte vermuten, daf} der
eigentliche Reaktionspartner von NADPH bzw.
NADH das Benzylidenmalonitril ist, das in einer
vorgelagerten HBr-Abspaltung unter dem Einfluf}
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Abb. 11. NADH + BBMD, Abhingigkeit der Geschwindig-
keitskonstanten vom pH-Wert der Losung (M/20 Phosphat-
puffer) bei einem Konzentrationsverhdltnis BBMD : NADH

= 5:l.
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Abb. 12. Vergleich der Gleichgewichtskonstanten NADH +
BBMD (a) und NADH + Benzylidenmalonitril (b), Lo-
sungsmittel M/20 Phosphatpuffer pH 6, Konzentrationen im
Test: NADH 2,7X10—¢ M, BBMD bzw. Benzylidenmalonitril
2X10—* M, Extinktionsinderung gemessen bei 366 nm.

05

T 75 15 30 [min]

Abb. 13. Vergleich der Geschwindigkeitskonstanten der
enzymatisch beschleunigten mit den nicht beschleunigten
Reaktionen NADH + BBMD und NADH + Benzyliden-
malonitril, Losungsmittel: M/20 Phosphatpuffer pH 6, Kon-
zentrationen im Test: NADH 2,7X10—* M, BBMD bzw.
Benzylidenmalonitril 2X10—% M, Stamml6sungen: NADH
4,3X107%M in M/20 Phosphatpuffer pH 6, BBMD 11,55 X
10—3M und Benzylidenmalonitril 11,6>X10~—3 M in Athanol
(Uvasol), Extinktionsinderung gemessen bei 366 nm, a:
NADH + BBMD, b: a + 0,11 U CS-Reduktase, c: NADH
+ Benzylidenmalonitril, d: ¢ + 0,11 U CS-Reduktase.

des basischen Reduktionsmittels gebildet und dann
reduziert wird nach folgendem Schema:

NADH + C¢H; — CH = C(CN), Z-
C¢H; — CH, — C(CN), — H + NAD".

Diese Reaktion, die man bei Verwendung von
authentischem  Benzylidenmalonitril ~ beobachten
kann, verlduft jedoch erheblich langsamer als die
entsprechende BBMD-Reaktion. Bei den angegebe-
nen Bedingungen (Abb. 12) ist das Verhaltnis der
Geschwindigkeitskonstanten 2,6 x1072:1,6 x 1073
= 16,23 : 1.

Bei der Reaktion von BBMD mit NADH-Model-
len, wie N-Benzyl-1.4-dihydronicotinsdureamid oder
N-(2.6-Dichlorbenzyl)-1.4-dihydronicotinsdureamid
in absol. Dichlormethan beginnt nach kurzer Zeit
das Pyridiniumbromid auszufallen, nach 10—-15
min sind schon 80 —90% Umsatz festzustellen. Ben-
zylidenmalonitril reagiert unter diesen Bedingungen
nicht, erst nach Zusatz von Sauren, und auch dann
recht langsam. Schnelle Reaktion erfolgt in stark
polaren Léssungsmitteln, z.B. Athanol/Eisessig
(9 :1) 2. Dabei wird der Wasserstoff in f-Stellung
zu den Cyangruppen aufgenommen, ohne dal} ein
Austausch mit Protonen des Mediums stattfindet.
Demgegeniiber wird am a-C-Atom ein Proton aus
dem Medium addiert. Die NMR-Spektroskopie er-
laubt es, diesen Reaktionsverlauf bequem nachzu-
weisen, indem N-Benzyl-1.4-dideuteronicotinséure-
amid als Reduktionsmittel benutzt wird 3. Setzt
man dagegen BBMD mit deuterierten NADH-Model-
len wie N-Benzyl-dideuteronicotinsdureamid um, so
beobachtet man Deuterierung am a-Kohlenstoff des
Reduktionsprodukits.

HZ CN
| | H': 3,9 ppm
C¢H; — Cs— C,—H!
| H%: 3,21 ppm
H? CN

Die Markierung ist allerdings selbst in absol. Di-
chlormethan nicht vollstindig. Dies durfte darauf
zurtickzufiithren sein, dafl Malonitrilderivate sowohl
thermodynamisch als auch kinetisch sehr starke
Sauren sind 24, sodall ein konkurrierender Aus-
tausch mit den Protonen des Mediums fiir das a-
standige Proton zu erwarten ist.

Sowohl die Reduktion von BBMD als auch die

Reduktion von Benzylidenmalonitril zu Benzyl-
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malonitril durch NADH wird durch ein Enzym be-
schleunigt, das sich aus menschlichen Erythrozyten
andreichern 1at. Von den verschiedenen moglichen
Wasserstoffacceptoren fiir die Reaktion mit NADH
oder NADPH ist bisher das 2-Chlor-benzyliden-
malonitril der beste. Wir bezeichnen das Enzym da-
her als ,,CS-Reduktase“ 9 25. Der Beschleunigungs-
faktor ist in beiden Féllen gering, er betrdgt fiir

die BBMD-Reduktion 1,63 und fiir die Benzyliden-
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