Reaktive Metabolite cancerogener polycyclischer
Kohlenwasserstoffe: Synthese und Abfangreaktion
von 9-Hydroxybenzolalpyren-4,5-oxid**

Von Werner Bochnitschek, Albrecht Seidel, Horst Kunz*
und Franz Oesch*

Die cancerogene Wirkung von Benzo[a]pyren entfaltet
sich erst nach metabolischer Aktivierung durch Cyto-
chrom-P450-abhingige Monooxygenasen!'. Sie wurde bis-
her nur mit DNA-Bindungsprodukten von 7,8-Dihydro-
7,8-benzolalpyrendiol-9,10-oxid in direkten Zusammen-
hang gebracht!'”. Im Ames-Test zeigt jedoch auch ein ande-
rer Metabolit, 9-Hydroxybenzofa]pyren 1a, mutagene Wir-
kungP. Diese Verbindung wird in vivo an Nucleinsduren
gebunden!¥); als reaktive Spezies wird das 4,5-Oxid von 1a
betrachtet’®. Die Erhdrtung dieser Hypothese scheiterte
bisher am fehlenden Zugang zu diesem Epoxid, da die Ep-
oxidierung von 1a wegen der freien phenolischen Hydro-
xygruppe miBlang!®.

Wir beschreiben nun eine Synthese fiir das vermutete ul-
timale Cancerogen, die Titelverbindung 6, und deren Ab-
fangreaktion mit Ethanthiol (Schema 1). Das Acetat 1b
wird mit Osmiumtetroxid in 93% Ausbeute in das Osmat 2
iibergefithrt. Aus diesem erhilt man durch Umesterung
mit Sorbit in wiBrigem NaHCO,;/Dichlormethan die
enantiomeren cis-Diole 3 in 54% Ausbeute. Es ist bemer-
kenswert, daBB H-4 und H-5 im 'H-NMR-Spektrum von 3
nur ein Singulett (6 =5.15) verursachen. Mit Orthoessig-
sdure-trimethylester entsteht aus 3 ein Gemisch zweier
Diastereomerenpaare 4. Sie werden durch Flash-Chroma-
tographie gereinigt und UV-, NMR- und massenspektro-
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skopisch charakterisiert. H-4 und H-5 sowie die OCH;-
und die CH;-Protonen verursachen jeweils ein Singulett
fiir das exo- und endo-Methyl-Isomer (6=15.73, 2.60, 1.79
bzw. 5.82, 3.67, 1.58).

Die Umsetzung der Orthoacetate 4 mit Trimethylchlor-
silan in Dichlormethan/Triethylamin liefert in glatter Re-
aktion die isomeren frans-Acetoxy-chlorverbindungen Sa
und 5b (zusammen 74% Ausbeute nach Flash-Chromato-
graphie). Fiir das Gelingen der Synthese ist es entschei-
dend, daB in diesem Schritt keine Aromatisierung durch
Abspaltung von Chlorwasserstoff oder Essigsdure eintritt.
Das Gemisch der Isomere 5a und 5b [Fp=163°C; MS:
m/z 404 (M*)] gibt sich im 'H-NMR-Spektrum durch je-
weils zwei Dubletts bei 6=6.59-6.49 (J=3.2 Hz) fiir
H-4/H-5 geminal zu OAc und bei 6 =5.68-5.58 (J=3.2 Hz)
fiir H-4/H-5 geminal zu Cl zu erkennen.

Methanolat bewirkt bei § zugleich Spaltung der Essig-
sdureester und intramolekulare Sy-Reaktion zum ge-
wiinschten 9-Hydroxybenzo[a]pyren-4,5-oxid 6. Das Aren-
oxid 6 ist instabil. Im Diinnschichtchromatogramm
[Farbreagens: 4-(p-Nitrobenzyl)pyridin]'” ist seine Bildung
eindeutig nachweisbar. Da sich 6 nicht isolieren 1aBt, wird
es mit Ethanthiol abgefangen. Die dabei eintretende nucleo-
phile Ringéffnung simuliert eine natiirliche Entgiftungs-
reaktion fiir Arenoxide!®. Das Primdraddukt 7 wird mit
Acetanhydrid/Pyridin in das Diacetat 8 iiberfithrt, das
chromatographisch iiber Silicagel (Hexan/Essigsdure-
ethylester 2:1) in 47% Ausbeute isoliert wird [Fp=172°C,
MS: m/z 430 (M *)}. Nach dem 400 MHz-'H-NMR-Spek-
trum liegt nur ein Isomer von 5-Ethylthio-4,5-dihydro-4,9-
benzola]pyrendiyldiacetat 8 vor. Beide ,,Chlorhydrinaceta-
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Schema . Synthese der Titelverbindung 6 aus dem Acetat 1b, Abfangreaktion von 6 mit Ethanthiol zu 7 und dessen Umsetzung
zum Diacetat 8. THF=Tetrahydrofuran. Von den Verbindungen 2, 3, 4, 5a und 5b sowie 7 und 8 ist jeweils nur ein (willkirlich

gewihltes) Enantiomer abgebildet.
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te'* 5 haben danach iiber ein gemeinsames Zwischenpro-
dukt 6 zum Addukt 7 reagiert. Die Kopplungskonstante
J1,s=2.5 Hz ist mit der dipseudodquatorialen Anordnung
der beiden benzylischen Protonen H-4 (6=6.44) und H-5
(6=4.74) in 8 und damit mit der aus der trans-Stellung er-
folgenden Offnung des Epoxidringes von 6 in Einklang.
'H-NMR-NOE-Differenzmessungen zeigen weiterhin, da
das Thiolat-Ion nur die 5-Stellung von 6 angegriffen hat.
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Demgegeniiber reagiert das gleiche Schwefelnucleophil
mit unsubstituiertem Benzo[a]pyren-4,5-oxid sowohl! in 4-
als auch in 5-Position'®. Die Instabilitdt und die eindeutige
nucleophile Ring6ffnung von 6 belegen die Hypothese! ',
daB Arenoxide durch phenolische Hydroxyfunktionen se-
lektiv aktiviert werden.

Die hier beschriebene Reaktionsfolge erdffnet einen
Weg, auf dem Addukte von 6 an DNA-Bausteine oder ent-
giftend wirkende Nucleophile in vivo nachgewiesen und in
ihrer Struktur aufgekliart werden kdnnen.
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Kann 1,2,3-Oxadiazol bestiindig sein?**

Von Minh Tho Nguyen, Anthony F. Hegarty* und
José Elguero

1,2,3-Oxadiazole 1 wurden bereits vor etwa 35 Jahren
als Zwischenstufen der 1,3-dipolaren Cycloaddition von
Distickstoffoxid (N,0O) an Alkine postuliert'), doch waren
Mitglieder dieser Verbindungsklasse bis vor einiger Zeit
unbekannt. Die Schwiche der NO-o-Bindung, die eine
thermodynamische Triebkraft fiir die Ring6ffnung zu den
stabileren Acyldiazomethanen 2 bildet, wurde als Haupt-
grund fiir die Nichtexistenz stabiler 1,2,3-Oxadiazole ange-
sehen'.
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1979 berichteten Schulz und Schweig tiber PE-spektro-
skopische Hinweise auf die Existenz von 1,2,3-Benzoxadi-
azol 3 in der Gasphase!; 1984 wiesen sie es durch IR- und
UV/VIS-Spektroskopie in Argon-Matrix und in Losung
nach'. Beide Untersuchungen zeigten, daB ein Gleichge-
wicht zwischen 3 und 6-Diazo-2,4-cyclohexadienon 4 exi-
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stiert. In allen untersuchten Reaktionsmedien waren 80-
90% 3 und 10-20% 4 vorhanden, wie aus den Intensititen
der Absorptionsbanden abgeleitet wurde. Wenn ein
Gleichgewicht zwischen offenkettiger und cyclischer Form
vorliegt, hingt die Existenz des thermodynamisch weniger
stabilen Isomers kritisch von der Differenz der Energie der
beiden Isomere ab. Um die relative Stabilitit der Isomere
quantitativ abzuschitzen, haben wir ab-initio-Rechnungen
fiir die gegenseitige Umwandlung der beiden einfachsten
Modellverbindungen 5§ (2 mit R=H) und 6 (1 mit R=H)
via 1,5-dipolare Cycloaddition vorgenommen. Die Rech-
nungen wurden mit modifizierten Gaussian-80-Program-
men® auf einem AMDAHL-470-Computer durchgefiihrt.

Die geometrischen Parameter von Formyldiazomethan §
und 1,2,3-Oxadiazol 6 und dem sie verbindenden Uber-
gangszustand 7 wurden mit der Kraftfeldmethode mit ana-
lytischen Gradienten und dem 3-21G-Basissatz'®! bestimmt
(Abb. 1).
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Abb. 1. HF/3-21G-optimierte Geometrien von Formyldiazomethan §, 1,2,3-
Oxadiazol 6 und dem Ubergangszustand 7. Bindungslangen in A, Bindungs-
winkel in Grad. Fiir 7 betragen der Eigenwert der Hessian-Matrix und die
Imaginirfrequenz — 0.409 bzw. 398i cm ~'.

Die berechneten CO-, CC-, CN- und NO-Bindungslin-
gen in § stimmen recht gut mit den réntgenographisch er-
mittelten Werten fiir 5-Diazouracil- und 5-Diazocyclouri-
din-Derivaten iiberein™. Von besonderem Interesse ist der
NO-Abstand an drei stationidren Punkten; dieser Abstand
ist bei Berechnungen der Cyclisierung einiger 1,5-Dipole
mit einer Azidogruppe als Reaktionskoordinate benutzt
worden™. Im Ubergangszustand 7 betrigt der NO-Ab-
stand 1.935 A; dieser Wert liegt dem von 6 (1.473 A) niiher
als dem von 5 (3.484 A). Darilber hinaus ist der Wert
1.473 A im cyclischen Isomer 6 signifikant héher als der
Wert 1.438 A, der fir H-N=N-OH ebenfalls auf dem
HF/3-21G-Niveau bestimmt wurde. Der erstgenannte
Wert dhnelt der Linge einer typischen NO-Einfachbin-

0044-8249/85/0808-0704 $ 02.50/0 Angew. Chem. 97 (1985) Nr. 8





