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f3-Oxo N-Substituted Benzotriazoles

In continuation of our studies on f-oxo N-substituted
benzazoles! which involved the use of tertiary ketonic
Mannich Bases as a source of alkylating agent?2, we now
wish to report the preparation of the f-oxo N-substituted
benzotriazoles.
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(log & 3.81-3.91) and 279-283 nm (log ¢ 3.68) ranges and
the 2-substituted ones a single maximum at 274 nm
(log € 3.96).

Melting points and UV-absorption data of the new
benzotriazoles are summarized in the Table* 5.

Compound mp Zﬁ;‘;ﬂ nm {log &) Yield
{%)

Benzotriazole 96— 98° 252 (3.82); 273 {(3.74)

1ia - 244 (4.17); 277 (3.10)

1ib - 236 (4.12); 325 (#.16)

1112 (CyH,,0N,) 82— 84° 243 (4.25); 252 sh {4.21); 280 (3.89) 73
HIb (CyoH,,05N,) 103-105° 236 (4.23); 262 (3.71); 290 sh (3.97); 322 (4.22) 50
1Va 92— 94° 245 (4.26); 278 (4.23) 24
Vb 135-138° 234 (4.07)2 286 (4.15); 322 (4.26) 23
Va (CyH 0N, 80— 82° 255 (3.91); 276 (3.81) 75
Vb {CH, 05N, 106-108° 262 {4.19); 293 sh (3.96) 98

Benzotriazole (I} and the appropriate dimethylamino
Mannich Base (II) reacted in ethanol under reflux. After
complete elimination of the volatile amine and concen-
tration of the solvent, the residue was purified by re-
crystallization or by column chromatography and afforded
the desired compounds (III) as well as the isomeric
products {IV). NaBH, reduction of the new ketones gave
the secondary alcohols (V).

Alkylation at either of 2 different nitrogen atoms has
previously been shown to occur with a number of N-sub-
stituted benzotriazoles and the structural isomerism is
cleatly resolved by UV-spectroscopy?®: the 1-substituted
derivatives exhibit double maxima in the 256-266 nm
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Résumé. L'alcylation du benzotriazole au moyen des
bases de Mannich a permis d’obtenir de nouveaux dérivés
f-oxo N-substitués en position 1. La réaction a également
fourni les dérivés de substitution en 2.
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4 Biological activities. Compounds (I1Ia) and (IIIb) did not display
any activities: 1, in the in vivo tests with mouse transplanted
tumors Mecca lymphosarcoma and Ridgway osteogenic sarcoma, we
are indebted to Drs. C. CHESTER Stock and GEORGE S. TaRr-
wvowskl {The Sloan-Kettering Institute for Cancer Research,
New York) for these assays; 2. in mouse infected with Plasmodium
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(Instituto Nacional de Endemias rurais) and to Dr. J. PELLEGRINO
(Instituto de Biologia da Universidade de Minas Gerais) for these
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Kinetik der Reaktion von Imidazol-SH~Verbindungen mit Ellman Reagenz [5,5 -Dithio-bis-(-2-nitro-

benzoesiure)]

Im Rahmen unserer Untersuchungen iiber die Reak-
tivitit von SH-Gruppen unter dem Einfluss ideal be-
nachbarter Imidazolreste’»? haben wir uns bisher mit
der Kinetik der Reaktion von Imidazol-SH-Verbindungen
mit N-Athylmaleinimid? und Bromacetamid? sowic der
pH-Abhingigkeit der durch diese Verbindungen kata-
lysierten Esterhydrolyse befasst®. Es handelt sich bei

diesen Reaktionen um nuclcophile Additions- und Ver-
dridngungsreaktionen.

In neuerer Zeit hat das Eriman-Reagenz® (5,5'-
Dithio-bis-2-nitrobenzoesdure) nicht nur zum qualita-
tiven und quantitativen Nachweis von SH-Gruppen Ver-
wendung gefunden, sondern auch zur Beurtcilung der
Reaktivitit von SH-Gruppen in niedermolekularen Ver-
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bindungen und Enzymen”-1%, Wir haben es hier mit einer
Disulfidaustauschreaktion zu tun, und die Kinetik der
Reaktion erlaubt eine Aussage iiber die Reaktivitit von
SH-Gruppen. Wir berichten daher nachstehend iiber die
Kinetik der Reaktion einfacher SH-Verbindungen sowie
Imidazol-SH-Verbindungen mit ErLman-Reagenz.

Material und Methoden. Zur Herkunft der SH-Verbin-
dungen siehe loc cit®. ELLmaN-Reagenz (5, 5'-Dithio-bis-
2-Nitrobenzoesdure DTNB), Priparat der Firma Serva,
Heidelberg.

Alle Reaktionen wurden in 0,1333 Phosphatpuffer
durchgefiihrt. Endkonzentration der SH-Verbindung
1020, DITNB 1,4x 10, d.h., die Reaktionen liefen
unter Bedingungen zweiter Ordnung ab. Die Messungen
erfolgten im Eppendorf-Photometer mit Transformations-
stufe und Schreiber, Filter 405 nm, temperierbarer Kii-
vettenhalter. Die Berechnung der Geschwindigkeitskon-
stanten zweiter Ordnung & erfolgte nach

1 b(a— %)
ta—5 "a@l—2

a, Konzentration der DTNB;

b=

b, Konzentration der SH-Verbindung;
x, Konzentration des Reaktionsproduktes zur Zeit £

Fiir die Berechnung der Konstanten wurde eine elek-
tronische Datenverarbeitungsanlage CDC 3300 und ein
ALGOL-Programm verwendet!!. Dabei wurden folgende
Extinktionskoeffizienten zugrunde gelegt: pH 5e =
8440; pH 5,5 ¢ == 11700; pH 6 & = 12400; pH 6,5¢ =
13600.

Ergebnisse und Diskussion. Die Geschwindigkeitskon-
stanten zweiter Ordnung fiir die Reaktion von SH-Ver-
bindungen und Imidazol-SH-Verbindungen mit ELLMAN-
Reagenz im pH-Bereich von 5,0-6,5 sind in Tabellel
zusammengestellt. Mit der hier verwandten Methode ist
die Reaktion bei hoheren pH-Werten nicht zu messen,
da sie zu schnell verlduit; die Halbwertszeiten bei pH 6,5
liegen zwischen 10-20sec, bei pH 8 im Bereich von
Y30 100 S€C (¢ = 10-41).

Ein Vergleich der Geschwindigkeitskonstanten unter-
einander lisst die aussergewOhnliche Reaktivitit be-
stimmter Imidazol-SH-Verbindungen erkennen; so re-
agiert das Mercaptomethylimidazol eine Zehnerpotenz
schneller mit Eirrman-Reagenz als das Glutathion und
iiber 30mal schneller als das N-Acetyl-cystein. Die in
fritheren Untersuchungen gefundene Erhéhung der Re-
aktivitat von SH-Gruppen unter Einfluss von Imidazol-
resten kommt nach diesen Befunden also auch bei der
Reaktion mit Errman-Reagenz zum Ausdruck. Eine
ausfithrliche Diskussion des Mechanismus dieser Akti-
vierung findet sich in loc cit?-4.

Trigt man den reziproken Wert der Wasserstoff-
ionenkonzentration gegen die Geschwindigkeitskonstan-
ten auf, so erhilt man fiir eine Auswahl von Verbindungen
die in der Figur dargestellten Graden. Fiir die Graden lassen
sich auf folgendem Weg Gleichungen ableiten: Die
Geschwindigkeit der Reaktion ldsst sich durch

v = #RSH [R’SH]- [RSSR] + pR'S® [RS89]-[RSSR]

ausdriicken, falls man annimmt, dass sowohl die undis-
soziierte SH-Gruppe als auch das Thiolatanion mit dem
Disulfid reagierten. #XSH bzw. A¥S° bedeuten die Ge-
schwindigkeitskonstanten zweiter Ordnung fiir diese
Reaktionen. Substituiert man R’S® durch den Ausdruck
Kp-[R’SH]

QB
R'S (0]
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Tabelle I. pH-Abhéngigkeit der Geschwindigkeitskonstanten zweiter
Ordnung % der Reaktion von SH-Verbindungen mit EiLmMaAN
Reagenz

SH-Verbindung k [1 x Mol-! x sec™] pKsH
pH5 pH55 pH6 pH6,5
Cystein {cys) 19,6 66,0 215 672 8,50
N-Acetyl-cys 5,53 10,3 31,6 104 9,7
N-Acetyl-cys-amid i59 61,6 240 534 8,75
Cyclo-cys-gly 46,0 87,7 498 800 8,75
Glutathion 17,3 31,4 112 335 9,1
Mercaptobernsteinsiure 13,0 7,74 15 159 10,1
Dithicerythrit 14,2 34,3 120 440 -
Mercaptomethyl- 282 510 1300 3660 9,5
imidazol
Mercaptoithyl-imidazol 50,3 89,2 222 737 9,8
1-Methyl-5-mercapto- 41,0 108 339 1225 9,5
dthyl-imidazol
Cyclo-cys-his 55 117 300 850 9,0
N-Ac-cys-his-asp 29,7 40,0 120 380 9,1
N-Ac-cys-y-abu-his- 52,7 90,2 260 780 9,2

y-abu-asp

Tabelle II. Gleichungen fiir die pH-Abhingigkeit der Geschwindig-
keitskonstanten zweiter Ordnung %k der Reaktion von SH-Verbin-
dungen mit ErLmMan-Reagenz bei 25° sowie errechnete Geschwindig-
keitskonstanten fiir pH 8

SH-Verbindung k(1 x Mol xsec™] k [1 x Mol x sec™1]

bei pH 8

Cystein 2,13 x 10~4[H®) 2,13 104
Glutathion 1,06 x 10~4/[H®] 1,0 x10%
Ac-cys-his-asp 1,21 x 10~%[H®] 1,21 x 10%
Ac-cys-y-abu-his- 2,46 x 10~4/[H®] 2,64 x 104
y-abu-asp

Mercaptomethyl- 180 + 1,1 x 10-3j{H®]= 1,1 x10%
imidazol

1-Methyl-5-mercapto- 3,6 x 10-4/[H®] 3,6 x10%

Athyl-imidazol

& Der Wert von 180 fiir 2RSH jst fraglich; er filit von pH 7an nicht
ins Gewicht.
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s0 erhdlt man

, RS
v = [R’SH] [RSSR] (hR SH . k_.__K_D>.
[H)
Daraus ergibt sich unmittelbar
=
k== RRSH LRS -Kp
{H®]
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pH-Abhingigkeit der Geschwindigkeitskonstanten zweiter Ordnung
der Reaktion von SH-Verbindungen mit ELLMANN Reagenz (linke
Ordinate fiir gestrichelte Graden, rechte Ordinate fiir ausgezogene
Graden).
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d.h., bel einer Auftragung von Ak gegen 1/[H®] liefert
der Ordinatenabschnitt dic Geschwindigkeitskonstante
zweiter Ordnung fiir die Reaktion von R'SH mit ELLMAN-
Reagenz, und die Neigung erlaubt uns bei Kenntnis des

K- Wertes die Berechnung von BRSO,

Tabelle IT enthdlt die Gleichungen der Geschwindig-
keitskonstanten fiir eine Auswahl von SH-Verbindungen;
diese erlauben die Berechnung der Geschwindigkeits-
konstanten fiir beliebige pH-Werte.

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

Die Gleichungen erlauben bei Kenntnis der Geschwin-
digkeitskonstanten fiir die Reaktion von ELLMAN-
Reagenz mit SH-Gruppen von Enzymen auch die Errech-
nung der pKus-Werte der Enzymel2,

Summary. The rate of reaction of some derivatives
and peptides of cysteine and a number of imidazole-SH-
compounds with 35, 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
XK of the SH-group is no criterion of their reactivity
with DTNB.
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Hydratation und Sekundiirstruktur doppelhelikaler synthetischer Polynukleotide

Die Hydratation der Desoxyribonukleinsiure (DNS)
ist sowohl fiir die Konformation des DNS-Molekiils als
auch fiir die Stabilitat seiner Sekundérstruktur ein be-
stimmender Faktor1-3. Anderungen der Basenlagen rela-
tiv zur Helixachse sind durch Messungen des linearen
Dichroismus (LD} in der UV-Absorptionsbande bei
260 nm nachweisbar®-% und an orientierten DNS-Filmen
in Abhingigkeit von der relativen Luftfeuchte (RF)
mehrfach beschrieben worden?®:%7. Dabei wurde im De-
hydratations-Hydratations-Zyklus (949, RF -> 09
RF — 949 RF) eine Strukturhysterese festgestellt®:?,
und zwar auch bei DNS in situ®.

Im folgenden wird iiber hydratationsabhingige Sekun-
dirstrukturinderungen der doppelhelikalen Polynukleo-
tide Poly (rA+rU)® und Poly (rA-rA)? berichtet,
deren Sekundirstruktur bekannt ist10-12,

Material und Methode. Verwendet wurden Kalbsthy-
mus-DNS eigner Priparation?, Polyriboadenylsiure X
K-Salz und Polyribouridylsiure x NH,-Salz (SERVA).
Aus den synthetischen Polynukleotiden wurden unter
geeigneten Bedingungen!?-1? Gele doppelhelikaler Mole-
kiile Poly (rA +rU) und Poly (rA 4 rA) hergestellt. An
orientierten Filmen aus DNS und den doppelhelikalen

Polynukleotiden wurde das dichroitische Verhiltnis
D =EJE | {(E}j; EL sind die Extinktionen parallel
und senkrecht zur Vorzugsrichtung der Helixachsen
linear polarisierter Strahlung) als Funktion der RF18
bestimmt, Eine Anderung von D == f (RF) zeigt eine
Verdnderung der Bascnorientierung relativ zur Helix-
achse an. Messmethodik und Kontrolle des Gleich-
gewichts zwischen RF und Hydratation der Messproben
wurden bereits beschricben?.

Evrgebnisse und Diskussion. Bei der Dehydratation der
DNS (Figur 1) tritt eine zunehmende Desorientierung
der Basen zwischen 65% und 0% RF auf. Bei Hydrata-
tion bleibt D bis etwa 50%, RF konstant und verringert
sich dann stark innerhalb cines engen RF-Bereiches
(Wiederaufbau der geordneten DNS-Sekundarstruktur).
Eine Deutung der Strukturhysterese als Funktion der
RF erfolgte bereits?. Grundlage hierfiir war die Annahme,
dass zwischen den im DNS-Molekiil vorhandenen H-Do-
nator- und -Akzeptorgruppen Wasserbriicken unterschied-
licher Bindungsstiarke auftreten®. Bei der Hydratation
werden zunichst die Phosphatgruppen hydratisiert und
dann die Ringsauerstoffe der Desoxyribose3. Bedingt
durch den bereits erreichten Hydratationsgrad setzt bei



