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f l - O x o  N - S u b s t i t u t e d  B e n z o t r i a z o l e s  

I n  c o n t i n u a t i o n  o f  o u r  s t u d i e s  o n  f l -oxo N - s u b s t i t u t e d  
b e n z a z o l e s  z w h i c h  i n v o l v e d  t h e  u s e  of  t e r t i a r y  k e t o n i c  
M a n n i c h  B a s e s  a s  a s o u r c e  of  a l k y l a t i n g  a g e n t  ~, w e  n o w  
w i s h  t o  r e p o r t  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  t h e  f l -oxo N - s u b s t i t u t e d  
b e n z o t r i a z o l e s .  

( log e 3 .81 -3 .91 )  a n d  2 7 9 - 2 8 3  n m  (log e 3.68) r a n g e s  a n d  
t h e  2 - s u b s t i t u t e d  o n e s  a s i n g l e  m a x i m u m  a t  274 n m  
(log e 3.96). 

M e l t i n g  p o i n t s  a n d  U V - a b s o r p t i o n  d a t a  o f  t h e  n e w  
b e n z o t r i a z o l e s  a r e  s u m m a r i z e d  in  t h e  T a b l e  ~, s. 

Compound nip SEtOH n.- (log e) Yield 
(%) 

Benzotriazole 96- 98 ° 252 (3.82); 273 (3.74) 
I I a  - 244 (4.17); 277 (3.10) 
I I b  - 236 (4.12); 325 (4.16) 
I I I a  (CasH~ONs) 82-  84 ° 243 (4.25); 252 sh (4.21); 280 (3.89) 73 
I I I b  (CIsHzvO~N~) 103-105 ° 236 (4.23); 262 (3.71); 290 sh (3.97); 322 (4.22) 50 
IVa 92-  94 ° 245 (4.26); 278 (4.23) 24 
IVb 135-138 ° 234 (4.07); 286 (4.15); 322 (4.26) 23 
Va (C1~t-I15ON3) 80- 82* 255 (3.91); 276 (3.81) 75 
Vb (C~H~OzN~) 106-108 ° 262 (4.19); 293 sh (3.96) 98 

t 3 e n z o t r i a z o l e  (I) a n d  t h e  a p p r o p r i a t e  d i m e t h y l a m i n o  
M a n n i c h  B a s e  ( I I )  r e a c t e d  in  e t h a n o l  u n d e r  r e f l u x .  A f t e r  
c o m p l e t e  e l i m i n a t i o n  o f  t h e  v o l a t i l e  a m i n e  a n d  c o n c e n -  
t r a t i o n  o f  t h e  s o l v e n t ,  t h e  r e s i d u e  w a s  p u r i f i e d  b y  re -  
c r y s t a l l i z a t i o n  o r  b y  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  a n d  a f f o r d e d  
t h e  d e s i r e d  c o m p o u n d s  ( I I I )  a s  we l l  a s  t h e  i s o m e r i c  
p r o d u c t s  ( IV) .  N a B H  4 r e d u c t i o n  of  t h e  n e w  k e t o n e s  g a v e  
t h e  s e c o n d a r y  a l c o h o l s  (V). 

A l k y l a t i o n  a t  e i t h e r  of  2 d i f f e r e n t  n i t r o g e n  a t o m s  h a s  
p r e v i o u s l y  b e e n  s h o w n  t o  o c c u r  w i t h  a n u m b e r  o f  N - s u b -  
s t i t u t e d  b e n z o t r i a z o l e s  a n d  t h e  s t r u c t u r a l  i s o m e r i s m  is  
c l e a r l y  r e s o l v e d  b y  U V - s p e c t r o s c o p y ~ :  t h e  1 - s u b s t i t u t e d  
d e r i v a t i v e s  e x h i b i t  d o u b l e  m a x i m a  in  t h e  2 5 6 - 2 6 6  n m  

~ GHzCHz-C-R1 

N//N +(RR)N-CHzCHz-~-It 1 ~ [ ii N ÷ HN(RR) o %/~"N z 

CHzCH ~- ;HOH- R 1 
N\ N\  

r ~  N=CH~CHcC-R~ ~ N I ,  
]V V 

R=t;Hz; RI=(a} (;6Its, (b) CH=CH~-OGH~ 

Rdsum/. L ' a l c y l a t i o n  d u  b e n z o t r i a z o l e  a u  m o y e n  d e s  
b a s e s  d e  M a n n i c h  a p e r m i s  d ' o b t e n i r  de  n o u v e a u x  d d r i v 6 s  
f l -oxo N - s u b s t i t u d s  e n  p o s i t i o n  1. L a  r 6 a c t i o n  a d g a l e m e n t  
f o u r n i  les  d d r i v d s  d e  s u b s t i t u t i o n  e n  2. 

R. ZELNIK a n d  F. STREHLAU 
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C.P. 65, Sgo Paulo (Brasil), 27 June 1970. 

1 R. ZELNIK and F. STREHLAV, Expericntia 2l, 617 (1965). 
2 j .  It, BREWSTER and E. L. ELmL, in Organic Reactions (Ed. 
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Biological activities. Compounds (IIIa) and (IIIb) did not  display 
any activities: 1. in the in vivo tests with mouse transplanted 
tumors Mecca lymphosarcoma and Ridgway osteogenie sarcoma, we 
are indebted to Drs. C. CHESTER STOCK and GEORGE S. TAR- 
NOWSKI (The Sloan-Kettering Inst i tute  for Cancer Research, 
New York) for these assays; 2. in mouse infected with Plasmodium 
berghei or ScMstosoma mansoni, we are indebted to Dr. Z. BRENER 
(Insti tuto Naeional de Endemias rurais) and to Dr. J.  PELLEGRINO 
(Insti tuto de Biologia da Universidade de Minas Gerais) for these 
tests. 
We gratefully acknowledge research grants from the Conselho 
Nacional de Pesquisas, the Funda~fto de Amparo a Pesquisas do 
Estado de S~o Paulo and the Fundo de Pesquisas do It~stituto 
Butantan.  

K i n e t i k  d e r  R e a k t i o n  y o n  I m i d a z o l - S H - V e r b i n d u n g e n  m i t  E l l m a n  R e a g e n z  [ 5 , 5 " l D i t h i o - b i s  - ( - 2 - n i t r o -  
benzoesfiure)] 

I m  R a h m e n  u n s e r e r  U n t e r s u c h u n g e n  f ibe r  d i e  R e a k -  
t iv i t~ t t  y o n  S H - G r u p p e n  u n t e r  d e m  E i n f i u s s  i d e a l  b e -  
n a c h b a r t e r  I m i d a z o l r e s t e  1,2 h a b e n  w i r  u n s  b i s h e r  m i t  
d e r  K i n e t i k  d e r  R e a k t i o n  y o n  I m i d a z o l - S H - V e r b i n d u n g e n  
m i t  N - ~ _ t h y l m a l e i n i m i d  3 u n d  B r o m a c e t a m i d  4 s o w i e  d e r  
p H - A b h / ~ n g i g k e i t  d e r  d u r c h  d i e s e  V e r b i n d u n g e n  k a t a -  
l y s i e r t e n  E s t e r h y d r o l y s e  b e f a s s t  5. E s  h a n d e l t  s i c h  b e i  

d i e s e n  R e a k t i o n e n  u m  n u c l e o p h i l e  A d d i t i o n s -  n n d  V e r -  
d r A n g u n g s r e a k t i o n e n .  

I n  n e u e r e r  Z e i t  h a t  d a s  E I - L M A N - R e a g e n z  G (5 ,5 ' -  
Dithio-bis-2-nitrobenzoesAure) n i c h t  n u r  z u l n  q u a l i t a -  
r i v e n  u n d  q u a n t i t a t i v e n  N a c h w e i s  v o n  S H - G r u p p e n  V e r -  
w e n d u n g  g e f u n d e n ,  s o n d e r n  a u c h  z u r  B e u r t e i t u n g  d e r  
R e a k t i v i t ~ t  y o n  S H - G r u p p e n  i n  n i e d e r m o l e k u l a r e n  V e r -  
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b indungen  und  E n z y m e n  7-~°. Wi r  h a b e n  es hier  m i t  e iner  
Disu l f idaus tausehreak t ion  zu tun ,  und  die Kine t ik  der  
R e a k t i o n  e r l aub t  eine Aussage  fiber die Reaktivit~it  yon  
SH-Gruppen .  Wi r  be r i eh ten  dahe r  n a c h s t e h e n d  fiber die 
K ine t ik  der  Reak t ion  e infacher  S H - V e r b i n d u n g e n  sowie 
I m i d a z o l - S H - V e r b i n d u n g e n  rni t  ELLMAN-I/eagenz. 

Material und Methoden. Zur H e r k u n f t  der  SH-Verb in -  
dungen  siehe loc cit  5. ELLMAN-Reagenz (5, 5'-Dithio-bis- 
2-Nit robenzoes~ure  DTNB) ,  P r ~ p a r a t  der  F i r m a  Serva, 
Heide lberg .  

Alle R e a k t i o n e n  w u r d e n  in 0 ,133M P h o s p h a t p u f i e r  
durchgef i ihr t .  E n d k o n z e n t r a t i o n  der  S H - V e r b i n d u n g  
10-~M, D T N B  1,4× 10-4M, d .h . ,  die R e a k t i o n e n  l iefen 
un te r  Bed ingungen  zwei te r  O r d n u n g  ab. Die Messungen 
erfolgten im E p p e n d o r f - P h o t o m e t e r  m i t  Trans fo rmat ions -  
s tufe  und  Schreiber ,  F i l te r  405 nm,  t empe r i e rba re r  Kii- 
ve t t enha l t e r .  Die Be rechnung  der  Geschwindigke i t skon-  
s t a n t e n  zwei ter  O r d n ung  k erfolgte nach  

1 b (a --  x) /~ M - - - -  
t ( a - - b )  a ( b - - x )  

a, Konzentration der DTNB; 

b, Konzentration dcr SH-Verbindung; 

x, Konzentration des Reaktionsproduktes zur Zeit t. 

Ffir  die Be rechnung  der  K o n s t a n t e n  wurde  eine elek- 
t ron ische  Da tenve ra rbe i t ungsan l age  CDC 3300 und  ein 
A L G O L - P r o g r a m m  ve rwende t  n.  Dabei  wurden  folgende 
Ex t ink t ionskoe f f i z i en ten  zugrunde gclegt:  p H  5 e 
8440; p H  5 ,5s  == 11700; p H  6 e =  12400; pt-I 6 , 5 e =  
13600. 

Ergebnisse und Diskussion. Die Geschwindigkei t skon-  
s t a n t e n  zwei ter  Ordnung  ffir die Reak t i on  yon SH-Ver-  
b indungen  und  I m i d a z o l - S H - V e r b i n d u n g e n  mi t  ELLMAN- 
Reagenz  im pH-Bere i ch  yon 5,0-6,5 s ind in Tabelle I 
zusammenges te l l t .  Mit  der  h ier  v e r w a n d t e n  Methode  ist 
die R e a k t i o n  bei  h6heren  pH-SVerten n ich t  zu messen,  
da  sie zu schnel l  verl / iuft ;  die Ha lbwer t sze i t en  bei  p H  6,5 
Iiegen zwischen 10-20sec ,  bei  p H  8 im Bere ich  yon 
x/lo--1/100 sec (e = 10-a1V/). 

E in  Vergleich der  Geschwind igke i t skons tan ten  un te r -  
e inander  li~sst die aussergewShnliche Reaktivit~it  be- 
s t i m m t e r  I m i d a z o l - S H-Verb indungen  e rkennen ;  so re- 
agier t  das  Mercap tomethy l imidazo l  eine Zehne rpo tenz  
schnel ler  mi t  ELLMAN-Reagenz als das Glu ta th ion  und  
fiber 30mal schnel ler  als das  N-Acetyl -cys te in .  Die in 
frf iheren U n t e r s u c h u n g e n  gefundene E r h 6 h u n g  der  1Re- 
ak t iv i t~ t  yon  S H - G r u p p e n  un te r  Einf iuss  yon  Imidazol -  
res ten  k o m m t  nach  diesen Befunden  also auch  bei  de r  
R e a k t i o n  m i t  ELLMAN-Reagenz zum Ausdruck.  E ine  
ausf t ihr l iche Diskussion des Mechan i smus  dieser  Akt i -  
v i e rung  f inde t  sich in loc cit  x-~. 

Tr/~gt m a n  den  rez iproken W e r t  der  Wassers to f f -  
i onenkonzen t r~ t ion  gegen die Geschwind igke i t skons tan-  
t en  auf, so erh~lt  m a n  ffir eine Auswahl  yon V e r b i n d u n g e n  
die in der  Figur  darges te l l ten  Graden.  Fiir  die Graden  lassen 
sich auf fo lgendem ~Veg Gleichungen ab le i ten :  Die 
Geschwindigke i t  der Reak t ion  l~.sst sich durch  

v = k R'SH [R'SH].  [RSSR] + k R'SO [RS0], [RSSR] 

ausdrf icken,  falls m a n  a n n i m m t ,  dass  sowohl die undis-  
sozi ier te  SH-Gruppe  als auch  das  Thio la tan ion  mi t  d e m  

Disulf id reagier ten,  k R'sH bzw. k g's° bedeu t en  die Ge- 
s chwind igke i t skons t an ten  zwei ter  Ordnung  flit  diese 
Reak t ionen .  Subs t i tu ie r t  m a n  R 'SO durch  den  Ausdruck  

R, SO K D- [R'SH] 
[H@] 

Tabetle I. pH-AbhSngigkeit der Geschwindigkeitskonstanten zweiter 
Ordnung k der Reaktion von SH-Verbindungen mit ELLMAN 
Reagenz 

SH-Verbindung k [1 × Mo1-1 x see -x] pKsH 

pH5 pH5,5 pH6 pH6,5 

Cystein (eys) 19,6 66,0 215 672 8,50 
N-Acetyl-cys 5,53 10,3 31,6 104 9,7 
N-Acetyl-cys-amid 35,9 61,6 240 534 8,75 
Cyclo-cys-gty 46,0 87,7 498 800 8,75 
Glutathion 17,3 31,4 112 335 9,1 
Mereaptobernsteins/iure 13,0 7,74 15 15,9 10,I 
Dithioerythrit 14,2 34,3 120 440 - 
Mercaptomethyl- 282 510 1300 3660 9,5 
imidazol 
MercaptoSthyl-imidazol 50,3 89,2 222 737 9,8 
1-Methyl-5-mercapto- 41,0 108 339 1225 9,5 
~ithyl-imidazol 
Cyelo-cys-his 55 117 300 850 9,0 
N-Ac-cys-his-asp 29,7 40,0 120 380 9,1 
N-Ac-cys-~'-abu-his- 52,7 90,2 260 780 9,2 
~-abu-asp 

Tabetle II. Gleichungen fiir die pH-Abh/ingigkeit der Geschwindig- 
keitskonstanten zweiter Ordmmg k der Reaktion yon SH-Verbin- 
dungen mit ELLMAN-Reagenz bei 25 ° sowie errechnete Gesehwindig- 
keitskonstanten fiir pH 8 

SH-Verbindung k [1 × Mo1-1 x scc -1] k [1 × Mo1-1 × see -1] 
bei pH 8 

Cystein 2,13 × 10-41~H ~] 2,13 × 104 
Glutathion 1,06×10-4][H ~] 1,0 ×10 ¢ 
Ac-cys-his-asp 1,21 × 10-4/[H ¢] 1,21 × 10' 
Ac-cys-~-abu-his- 2,46 x 10-a/[H $] 2,64 × 10' 
),-abu-asp 
Mercaptomethyl- 180 + 1,1 x 10-81[H ~] • 1,1 x 10 s 
imidazol 
1-Methyl-5-mercapto- 3,6 × 104/[H $] 3,6 x 104 
/ithyl-imidazol 

Der "Wert yon 180 ffir kRSH ist fraglich; er f/illt yon pH 7an nicht 
ins Gewicht. 
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3 FR. SeJtNErDER und H. WENCK, Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 
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4 E. ZmGLEg, H. WENCK und FR. SCtINEIDER~ Z. Naturforsch. B, 
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die freundliche Untersfiitzung. 
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so erh~lt man 

v = [R'SH] [RSSR] k R 'SH + [H+] / 

Daraus ergibt sich unmittelbar 

k R S ~  • K D h = k RSH + -  
[He] 

800 / ~,,,~ 3 

600 - . @ ~ / / / /  - ~'c10 ~ 

/ /~,@" . .,~ 

/ . ,  ,.~.~.'v.-';..-" , 

// ..c ~" "_,,-~-~ I 

I ,". ~ - ' . L ~  ~ I 

10 r' 7,~10 ~ 7~,<10 ~ I IH e 

p H - A b h l i n g i g k e i t  de r  G e s e h w i n d i g k e i t s k o n s t a n t e n  zwei te r  O r d n u n g  
der Reaktion yon SH-Verbindungen mit ELLMANN Reagenz (linke 
Ordinate fiir gestriehelte Graden, reehte Ordinate ftir ausgezogene 
Graden). 

d.h., bei einer Auffragung yon k gegen l / [He]  liefert 
der Ordinatenabschnit t  die Geschwindigkeitskonstante 
zweiter 0rdnung fiir die Reaktion yon R ' S H  mit  ELLMAN- 
Reagenz, und die Neigung erlaubt uns bei Kenntnis des 

pKsH-'Wertes die Berechnung yon k R'se. 
Tabelle I I  enth~It die Gleichungen der Geschwindig- 

keitskonstanten fiir eine Auswahl yon SH-Verbindungen; 
diese erlauben die ]3erechnung der Geschwindigkeits- 
konstanten fiir beliebige pH-Werte.  

Die Gleichungen besagen, dass die undissoziierte Thiol- 
gruppe nicht reagiert, sondern dass Thiolatanion Reak- 
t ionspartner des ELLMAN-ReagenzeS ist. Da Reaktionen 
mit  diesem Reagenz meistens bei pH 8 durchgefiihrt 
werden, sind in der Tabelle auch die errechneten Ge- 
schwindigkeitskonstanten fiir diesen pH-Wert  angegeben. 

Die Gleichungen erlauben bei Kenntnis der Geschwin- 
digkeitskonstanten ftir die Reaktion yon ELLMAN- 
Reagenz mit  SH-Gruppen yon Enzymen auch die Errech- 
hung der pKHs-VVerte der Enzyme le. 

Summary. The rate of reaction of some derivatives 
and peptides of cysteine and a number of imidazole-SH- 
compounds with 5,5'-Dithio-bis-(2-nitrobenzoic acid) 
(DTNB) as well as the dependence of the reaction rate 
upon pH were investigated; for several compounds an 
equation is given, by which the rate constants and half 
reaction times can be estimated for various pH values. 
For some of the imidazole-SH-compounds studied the 
pK of the SH-group is no criterion of their  reactivi ty 
wi th  DTNB. 

H. %VENCK und FR. SCHNEIDER 

Physiologisch-chemisches Institut der Universitiit, 
D-74 Ti~bingen (Deutschland), 3. August 1970. 

12 Der  D e u t s e h e n  F o r s c h u n g s g e m e i n s c h a l t  d a n k e n  wi r  ffir die Unte r -  
s t i i t zung  de r  Arbe i t .  

H y d r a t a t i o n  und Sekund~irs truktur  d o p p e l h e l i k a l e r  s y n t h e t i s c h e r  P o l y n u k l e o t i d e  

Die Hydra ta t ion  der Desoxyribonukleinsfiure (DNS) 
ist sowohl fiir die Konformation des DNS-Molekiils als 
auch fiir die Stabilit~it seiner Sekund~irstruktur ein be- 
st immender Faktor  1-3. ~nderungen der Basenlagen rela- 
t iv zur Helixachse sind durch Messungen des linearen 
Dichroismus (LD) in der UV-Absorptionsbande bei 
260 nm nachweisbar ~-5 und an orientierten DNS-Fi lmen 
in AbhXngigkeit yon der relativen Luftfeuchte (RF) 
mehrfaeh beschrieben worden3,6,L Dabei wurde im De- 
hydratat ions-Hydratat ions-Zyklus (94% R F  --~ 0% 
R F  -~ 94% RF) eine Strukturhysterese festgestellt6,% 
und zwar auch bei DNS in situ s. 

tm folgenden wird fiber hydratationsabhXngige Sekun- 
d~rstruktur~nderungen der doppelhelikalen Polynukleo- 
tide Poly ( r A + r U )  9 und Poly ( r A + r A )  9 berichtet, 
deren SekundArstruktur bekannt  ist 1°-~2. 

Material und Methode. Verwendet wurden Kalbsthy- 
mus-DNS eigner PrXparation ~, Polyriboadenyls~ure × 
K-Salz und Polyribouridyls~iure × NH~-Salz (SERVA). 
Aus den svmthetischen Polynukleotiden wurden unter 
geeigneten Bedingungenla-17 Gele doppelhelikaler Mole- 
kfile Poly (rA + rU) und Poly (rA + rA) hergestellt. An 
orientierten Filmen aus DNS und den doppelhelikalen 

Polynukleotiden wurde das dichroitische Verh~ltnis 
D = EI I /E~  (El1; E L  sind die Extinkt ionen parallel 
und senkrecht zur Vorzugsrichtung der Helixachsen 
linear polarisierter Strahlung) als Funktion der R F  18 
bestimmt,  Eine Anderung von D = f (RF) zeigt eine 
Ver~nderung der Basenorientierung relativ zur Helix- 
achse an. Messmethodik und I~ontrolle des Gleich- 
gewichts zwischen R F  und Hydra ta t ion  der Messproben 
wurden bereits beschriebenL 

Ergebnisse und Diskussion. Bei der Dehydratat ion der 
DNS (Figur 1) t r i t t  eine zunehmende Desorientierung 
der Basen zwischen 65% und 0% R F  auf. Bei Hydrata-  
tion bleibt D bis etwa 50% R F  konstant und verringert  
sich dann stark innerhalb eines engen RF-Bereiches 
(Wiederaufbau der geordneten DNS-Sekund~irstruktur). 
Eine Deutung der Strukturhysterese als Funktion der 
R F  erfolgte bereits L Grundlage hierfiir war die Annahme, 
dass zwischen den im DNS-Molekiil vorhandenen H-Do- 
nator- und -Akzeptorgruppen VCasserbrficken unterschied- 
licher Bindungsst~rke au f t r e t en l t  Bei der Hydra ta t ion  
werden zun~chst die Phosphatgruppen hydratisiert  und 
dann die Ringsauerstoffe der Desoxyribose ~. /3edingt 
durch den bereits erreichten Hydratat ionsgrad setzt bei 


