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Cu?*-Adeninring-Wechselwirkung in den Cu®**-
Komplexen von Adenosin-5- und Adenosin-3'-
monophosphat

Im Zusammenhang mit unseren Untersuchungen iiber
die katalytische Aktivitit verschiedener Cu?t-Nucleotid-
Komplexe b2 ist es von Bedeutung, dass in den Cu?t-
Komplexen von ADP? und ATP#? Cu?t ausser am Phos-
phatrest? noch am N(7) des Adeninringes koordiniert ist,
wie von CouN und HUGHES® bzw. STERNLICHT, SHULMAN
und ANDERSON® auf Grund von Kernresonanzmessungen
sowie von SCHNEIDER, BRINTZINGER und ERLENMEYER’
mit Hilfe von UV-Differenzspektren nachgewiesen wurde.

Von EicaaORN, CrLark und Brecker?® wurde kiirzlich
ebenfalls mit NMR-Messungen gezeigt, dass auch im
Cu?t-Desoxyadenosin-monophosphat-System Cu?*t an
den Adeninring vorwiegend iiber N(7) gebunden ist, da-
neben moglicherweise aber auch noch iiber N(1) oder N(3).

Beim Cu?t-AMP-5-Komplex?® wurde eine Wechsel-
wirkung zwischen Cu?t und dem N(7) des Adeninringes
schon von CouN und HugHES® festgestellt. Diese Ko-
ordination des Cu?* an den Adeninring ldsst sich auch mit
Differenzspektren nachweisen, wie von uns kiirzlich ge-
zeigt wurde? (Figur 1).

Vergleicht man Kalottenmodelle, so scheint beim Cu?+-
AMP-5-Komplex — im Gegensatz zum Cu?+-AMP-3’-
Komplex?? — eine gleichzeitige Koordination von Cu?*t
an Phosphat und N(7) noch als moglich; ein Vergleich
dicser beiden Komplexe ist daher im Hinblick auf die
Koordinationsméglichkeiten des Cu?t mit dem Adenin-
ring interessant .

Das vom Cu?*-AMP-3’-System?® aufgenommene Dif-
ferenzspektrum (Figur 2) zeigt einen &dhnlichen Verlauf
wic dasjenige des Cu?+-AMP-5"-Komplexes (vgl. Figur 1).
Aber auch die Protonierung des Adeninringes an N{1)!!
in AMP-5" und AMP-3’ 14sst sich mit Hilfe von Differenz-
spektren nachweisen, die wie erwartet identisch verlanfen
(Figur 2). Dass die Extinktion der Differenzspektren ein
recht gutes Mass fiir den Ausbildungsgrad des «Kom-
plexes» liefert, zeigen die mit ihrer Hilfe bestimmten
Aciditatskonstanten: der fir AMP-5" und auch fiir
AMP-3’ gefundene Wert von pKa = 3,812 stimmt mit den
auf anderem Weg bestimmten Werten!® befriedigend
iiberein.

Uberraschend ist nun der ungefahr gleich grosse Wert
der Extinktion der Differenzspektren der beiden Cu?*-
AMP-Systeme bei ca. 275 nm, der offenbar aussagt, dass
in beiden Fillen die Cu?t-Adeninring-Wechselwirkung
von derselben Grossenordnung ist’. Da eine Chelat-
bildung vom 3’-Phosphat zum N(7) hochst unwahrschein-
lich ist, bleiben folgende Moglichkeiten: (1) Es treten
intermolekulare Assoziate mit zum Beispiel Phosphat-
Cu?+-N(7)-Bindungen auf. (2) Es bilden sich relativ
stabile Komplexe mit alleiniger Koordination an den
Adeninring. (3) Es findet Chelatbildung mit einem der
beiden iibrigen N-Atome, wahrscheinlich mit N(3) 15, statt.

Von diesen Moglichkeiten gilt: (1) ist unter unseren
Messbedingungen ([Cu?t] = [AMP] = 2 - 10-¢M) un-
wahrscheinlich. Gegen (2) spricht, dass fiir eine beobacht-
bare Cu?*-Adeninring-Wechselwirkung im Cu?*-Adeno-
sin-System sehr viel hohere Cu?*+-Konzentrationen not-

wendig sind?, das heisst, die Phosphatgruppe beeinflusst
die Komplexbildung mit dem Adeninring in den Cu?*-
AMP-Komplexen wesentlich. Andererseits spricht dieser
Befund? auch gegen (1), da fiir eine solche «Polymerisa-
tion» die Stabilititen der Cu?t-Adeninring- und der Cu2+-
Phosphat-Bindung von derselben Gréssenordnung sein
miissten. Die Moglichkeit (3} wird hingegen durch diesen
Befund gestiitzt, was durch folgenden Versuch deutlich
wird: die Extinktion des Differenzspektrums nimmt mit
Erhshung des pH von 6 auf 7 zu. Mit zunehmender Aus-
bildung des Cu?t-Phosphat-Komplexes nimmt also auch
die Wahrscheinlichkeit einer Koordination von Cu2?t an
den Adeninring zu, folglich miissen zumindest Anteile
als Chelate vorliegen.

Aus allen diesen Befunden ldsst sich schliessen, dass in
den Cu?t-Komplexen sowohl des AMP-5" als auch des
AMP-3’ das Cu?t zum grossten Teil gleichzeitig am
Adeninring — beim AMP-5" vorwiegend an N(7) %%, beim

1 H. SiceL und H. ERLENMEYER, Helv, chim. Acta 49, 1266 (1966).

2 R.Zery, H. S16EL und H. ERLENMEYER, Helv. chim. Acta 49, 1275
(1966).

3 ADP = Adenosin-5’-diphosphat; ATP = Adenosin-5’-triphosphat;

AMP-5" = Adcnosin-5-monophosphat; AMP-3" = Adenosin-3"-

monophosphat.
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5 Die Distanz Phosphat-N(1) scheint nach Kalottenmodellen fiir
eine Chelatbildung zu gross.
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AMP-3’ wahrscheinlich am N(3)!® — und an die Phosphat-
gruppe gebunden sein muss!6,

Um diese Annahmen zu iiberpriifen, wurden unter glei-
chen Bedingungen wie bei ComN und HuGHES® bzw.
EicaHOrRN, Crarx und BECKER® Protonenresonanz-
Spektren aufgenommen??. Hierbei wire im Falle einer
Ausbildung des Cu?t-AMP-5’-Komplexes als Chelat eine
Verbreiterung der Bande des Protons von C(8)528 — ent-
sprechend einer Koordination an N(7) — und beim Cu?*-
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Fig. 1. UV-Differenzspektren? von Cu*m-AMP-5%~ gegen Cu?t und
AMP-5"2- bei pH 8 und zum Vergleich von Cu?*-ATP*~ gegen Cu?t
und ATP* sowie von Cu?*-ADP3- gegen Cu?* und ADP3-

([AMP?-] = [ATP*] = [ADP%] = [Cu?*] = 2 + 10~*M; l-cm-
Quarzkiivetten).
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AMP-3"-Komplex eine solche des Protons von C(2) —
entsprechend einer Koordination an N(3) bzw. N(1) - zu
erwarten s,

18 Dies bedeutet aber nicht, dass alles an das Phosphat koordinierte
Cu?* gleichzeitig auch mit dem Adeninring in Wechselwirkung
steht.

17 Die Aufnahme der Kernresonanz-Spektren wurde von Herrn
W. Scawap (Organ.-chem, Institut) auf einem Varian A 60 NMR-
Spektrometer durchgefiihrt, wofiir wir ihm bestens danken.

18 Die Zuordnung der Kernspinresonanz-Banden in Figur 3 erfolgte
nach C. D. JArRDETZKY und O. JARDETZKY, J. Am. chem. Soc. &2,
222 (1960); J. J. Burrock und O. JARDETZKY, J. org. Chem. 29,
1988 (1964); vgl. auch  und 8.
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Fig. 2. UV-Differenzspektren von Cu?t-AMP-32~ gegen Cu?* und
AMP-32~ bei pH 8 sowie diejenigen von AMP-5’ (pH 3,8) und
AMP-3’ (pH 3,6) gegen den entsprechenden deprotonierten Liganden
{pH 8), ([AMP] = 2 - 10-*}).
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Fig. 3a. Protonenresonanz-Spektren von 0,1M AMP-5" in D,O bei
pD ~ 7 sowie unter denmselben Bedingungen mit steigenden Zu-

satzen von Cu(ClOy), (von oben nach unten).
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Fig. 3b. Protonenresonanz-Spektren von 0,1 AMP-3’ in D,O bei
pD ~ 7 sowie unter denselben Bedingungen mit steigenden Zu-
sitzen von Cu(ClO,), (von oben nach unten).
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Unsere Versuche zeigen, dass beim Cu?t-AMP-5'-
System die Bande des C(8)-Protons stark verbreitert
wird 5. Analog zu den Befunden am Cu?+-Desoxyadenosin-
monophosphat-System?® wird aber auch das C(2)-Proton
beeinflusst (Figur 3a). Im Falle des Cu2+-AMP-3’-Systems
ist die Aussage der Kernresonanz-Spektren (Figur 3b)
weniger eindeutig, da die Banden von H(2) und H(8) in
gleicher Weise verbreitert werden!®. Jedoch kommt auch
hier die Cu?t-Adeninring-Wechselwirkung deutlich zum
Ausdruck. Die «zusitzliche» Verbreiterung der Banden
von H(2) im Cu?*+-AMP-5'-System (Figur 3a) und von
H(8) im Cu?**-AMP-3"-System (Figur 3b) rithrt moéglicher-
weise von (unter diesen Messbedingungen moglichen)
intermolekularen Assoziaten her. Auch besteht die
Moglichkeit, dass alle Protonen des Liganden von ein und
demselben Metallion je nach Distanz verschieden stark
beeinflusst werden kdnnens$.

Im ganzen gesehen scheint die Cu?*t-Adeninring-
Wechselwirkung im Cu?t-AMP-5'-Komplex etwas grosser
zu sein als im Cu?t-AMP-3’-Komplex, wahrscheinlich
weil N(3) durch die Ribose etwas abgeschirmt ist!5.
Moglicherweise erklaren sich damit die von Tagur Kuan
und MARTELL? gefundenen Stabilitdtsdifferenzen von
ca. 0,1 bis 0,2 log.-Einheiten zwischen den Komplexen
von AMP-5" und AMP-3"2,
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Summary. By means of UV and NMR spectroscopy
evidence is given for direct interaction between metal ion
and heteroaromatic groups in both Cu?t-adenosine-5’-
monophosphate and Cu?T-adenosine-3’-monophosphate
complexes. A comparison with the Cu?t-adenosine sys-
tem? shows that this interaction is much enhanced in the
monophosphate analogues, which points to the existence
of a macrocyclic phosphate-metal-adenine chelate.

H. SigeL

Institut fitv Anovganische Chemie dev Universitit Basel
(Schweiz), 20. April 1966.

19 Tnteressant ist ein Vergleich der Kernresonanz-Spektren der beiden
Liganden AMP-5" und AMP-3’, da — offenbar bedingt durch den
«Platzwechsel» der Phosphatgruppe — eine chemische Verschie-
bung des C(8)-Protons nach hoherer Feldstdrke stattfindet. H(8)
und H(1’) zeigen praktisch keine Verschiebung.

20 Fiir Anregungen und die Moglichkeit zur Diskussion danke ich
Herm Prof. Dr. H. ERLENMEYER und Herrn Dr. B. Prijs. Dem
Schweizerischen Nationalfonds zur Forderung der wissenschaft-
lichen Yorschung sei fiir Unterstiitzung unserer Arbeiten gedankt.

Comment on the Structure of 3-Alkyl-4-arylazo-
isoxazol-5-ones

Since 3-alkyl-4-arylazoisoxazol-5-ones are of interest as
agricultural fungicides® we wish to comment on a recent
report by Cum, Lo VEccHIo and AVERSA® regarding their
structure.

We have shown?4 that most 3-alkyl-4-arylazoisoxazol-
5-ones prefer the phenylhydrazono form (I) of the four
possible tautomers (I}, (II), (III} and {IV}. The Italian
group, however, suggest that structure (II) is the pre-
dominant one. Some of the arguments used to arrive at
this conclusion depend on an interpretation of the spectro-
scopic properties of a compound of m.p. 54-56°, which is
considered to be 2, 3-dimethyl-4-phenylazoisoxazol-5-one
(I1; Me for H). The structure assigned to this compound
is incorrect since its melting point is substantially differ-
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ent from that of authentic 2,3-dimethyl-4-phenylazo-
isoxazol-5-one, m.p. 198°, prepared* unambiguously from
ethyl o-phenylazoacetoacctate and N-methylhydroxyl-
amine, a reaction which has also been utilized by Mustara
et al.5.

We suggest that the compound of m.p. 54-56° is almost
certainly the isomeric 4-methoxycarbonyl-5-methyl-2-
phenyl-1,2, 3-triazole (V), which has not hitherto been
reported. This follows from its method of preparation.
3-Methyl-4-phenylazoisoxazol-5-one was treated with
diazomethane, from which reaction the compound of
m.p. 54-56° was obtained as one product, along with 3-
methyl-4-[methyl(phenyl)hydrazonolisoxazol-5-one (I;
Me for H) and 5-methoxy-3-methyl-4-phenylazoisoxazole
(IV; Me for H). The analogous reaction carried out by us4
using 3-methyl-4-(3-chlorophenylazo)isoxazol-5-one as
starting material also yielded 3 products, namely, 3-
methyl-4[methyl(3-chlorophenyl)hydrazono]isoxazol-5-
one, 5-methoxy-3-methyl-4-(3-chlorophenylazo)isoxazole
and 4-methoxycarbonyl-5-methyl-2-(3-chlorophenyl)j-
1, 2, 3-triazole, the last compound being formed by a facile
isomerization of the 5-methoxy-3-methyl-4-(3-chloro-
phenylazo)isoxazole. Further support for the triazole
formulation comes from the very close similarity between

1 L. A. Summers, P. F. H. Freeman, M. J. A. GEoGHEGAN, and
J. A. W. TURNER, Brit. pat. 999,097 {1965). Imperial Chemical
Industries Limited, Belgian pat. 617,389 (1962).

2 G. Cuym, G. Lo VeccHio, and M. C. AVvERrsa, Gazz. chim. ital. 95,
583 (1965).

3 L. A. SumuMmeRs and D. J. Suierps, Chemy Ind. 7964, 1264.

4 L. A. Summers, P, F. H, FrReemay, and D. J. SHIELDS, J. chem.
Soc. 7965, 3312.

5 A, Mustara, W. AskiERr, A. H. Haruasn, and A, M, FreIFEL,
Tetrahedron 27, 2215 (1965).



