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Reduktion von 1,2-Dioxetanen durch Thiole
als mégliche Schutzreaktion gegen
photochemische Schiidigung der DNA in der Zelle**

Von Waldemar Adam*, Bernd Epe, Dietmar Schiffmann,
Franklin Vargas und Dieter Wild

Durch biologische Studien wurde kiirzlich die Gentoxi-
zitat von 1,2-Dioxetanen nachgewiesen!'. Da aus diesen

Tabelle 1. Reaktion von 1 mit Thiolen.

gespannten Vierringperoxiden sehr leicht auf chemischem
Weg n,n*-angeregte Triplett-Carbonylverbindungen ent-
stehen!®, postulierten wir einen photochemischen Ur-
sprung fiir die beobachtete DNA-Schadigung. Da die un-
tersuchten Dioxetane jedoch nur eine schwach ausge-
prigte photochemische Gentoxizitat aufwiesen, vermute-
ten wir, daB} sie in den Zellen durch eine wirkungsvolle
chemische Reaktion in nichttoxische Verbindungen umge-
wandelt werden. So schiitzt sich beispielsweise einc le-
bende Zelle vor ,,oxidativem StreB*™ durch Glutathion,
ein Tripeptid, das reaktive Sauerstoffverbindungen ein-
schlieBlich Peroxiden durch Reduktion inaktiviert und da-
bei zum Disulfid oxidiert wird. Wir berichten hier iber die
quantitative Reduktion von Dioxetanen zu den entspre-
chenden vicinalen Diolen durch Glutathion [GI. (a)], eine
Reaktion, die auch mit anderen Thiolen méglich ist. Die
Ergebnisse zeigt Tabelle 1.

5 o 5 8
HyC~0—C=CH,OH + 2 R=SH —> HyC—C-0—CH,OH + RS—SR
0-0 HO OH
1 2

Mischt man bei 5°C waBrige Losungen von 1 und Glu-
tathion im Molverhiltnis 1:2, so erhdlt man in einer
raschen (100% Umsatz in 10 min, '"H-NMR-spektrosko-
pisch bestimmt), nahezu quantitativen Reaktion das Glu-
tathion-Dimer [Fp=178-180°C (Zers.)"™, Fppeon =178
182°C (Zers.)] und das Triol 2. Beide Produkte wurden
isoliert und durch Vergleich mit authentischem Material
charakterisiert. Ahnlich verliefen die Umsetzungen mit Cy-
stein, Penicillamin und threo-1,4-Dimercapto-2,3-butandiol
(Versuche 2-4 in Tabelle 1), wobei dic letzte Verbin-
dung intramolekular zum 1,2-Dithianderivat reagierte. 'H-
NMR-spektroskopisch konnten im Fall von 1,3-Propandi-
thiol geringe Anteile (ca. 3%) der Spaltprodukte des Diox-
etans, Aceton und Hydroxyaceton, nachgewiesen werden.
Der Anteil dieser Spaltprodukte nimmt bei Verwendung
einfacher Thiole zu (Versuche 6-9 in Tabelle 1), obwohl
die Reaktionen unterhalb Raumtemperatur durchgefiihrt

Reaktionsbedingungen

Ausbeuten {mol] [b, ¢]

N1 Thiol [a] Produktbilanz

R-SH Losungsmittel T(°C) 1 [h] [%]) Disulfid 2 Keton [d]
1 L-Glutathion (GSH) H.O S 0.16 97 0.97 0.96
2 L-Cystein H,0 20 0.16 95 0.98 0.92 —
3 L-Penicillamin H:0 20 0.16 93 0.96 0.90
4 threo-1,4-Dimercapto-2,3-butandiol MeOH 10 1 99 0.99 0.99 —
S 1,3-Propandithiol MeOH — 40 24 97 0.98 0.93 0.03
6 Thiobenzylalkolhol MeOH - 50 72 89 0.78 0.82 0.18
7 Mercaptoessigsdure MeOH —~ 40 72 78 0.56 0.56 0.44
8 Mercaptoessigsduremethylester MeOH - 40 72 80 0.59 0.58 0.42
9 Thiophenol McOH — 100 22 50 0.49 0.49 0.51

[a] Das Verhéltnis Thiol zu 1 betrégt 2:1 fur Nr. 1-3 und 6 9 sowie 1:1 fiir Nr. 4 und 5. {b] 100% Umsatz: normiert auf 1 mol: Fehlergrenze +2%. [c] 'H-

NMR-spektroskopisch bestimmt und/oder isoliert. [d] Aceton und Hydroxyaceton bilden sich zu gleichen Anteilen.

[*] Prof. Dr. W. Adam, Dipl.-Chem. F. Vargas
Institut fiir Organische Chemie der Universitdt
Am Hubland, D-8700 Wiirzburg

Dr. B. Epe, Dr. D. Schiffmann, Dr. D. Wild
Institut fiir Toxikologic und Pharmakologie der Universitat
Versbacher StraBe 9, D-8700 Wiirzburg

Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft (Son-
derforschungsbereich Nr. 172), der Fritz-Thyssen-Stiftung und dem
Fonds der Chemischen Industrie geférden. F. Vargas dankt dem
Decutschen Akademischen Austauschdienst fiir ein Doktorandenstipen-
dium.
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wurden und damit die thermische Zersetzung von 1 ver-
nachléssigbar ist. Beispielsweise konkurriert bei Thiophe-
nol als Reduktionsmittel (Versuch 9 in Tabelle 1) sogar bei
—100°C die Dioxetanspaltung erfolgreich mit der Reduk-
tion zum Triol 2. Ahnliche Ergebnisse erhielten wir fiir Te-
tramethyl-1,2-dioxetan, das durch Glutathion quantitativ
zu Pinacol reduziert wird, wiahrend mit Thiophenol ein
groflerer Anteil Aceton entsteht.

Obschon Glutathion als Reagens zur effizienten Reduk-
tion von Peroxiden bereits bekannt ist™), so ist die saubere
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Umwandlung der labilen Dioxetane in vicinale Diole doch
erstaunlich, da in den wenigen Reaktionen mit zweiwerti-
gen Schwefelverbindungen, iber die bisher berichtet wur-
de, die Sauerstoffiibertragung dominiert. Dabei wird das
Dioxetan in ein Epoxid und/oder ein Umlagerungsketon
iberfiihrt, wiahrend das Sulfid zum Sulfoxid oxidiert
wird®. Weiterhin werden Dialkylsulfoxylate S(OR), iiber
Tetraalkylorthosulfite S(OR), als Zwischenstufen in Dial-
kylsulfite umgewandelt'®. Mechanistisch wurden diese
Sauerstoffibertragungen als nucleophiler Angriff des Sul-
fids auf die Peroxidbindung!™ bzw. als Insertion des Dial-
kylsulfoxylats® interpretiert. Daher erwarteten wir bei der
Umsetzung mit Thiolen ebenfalls oxygenierte Produkte
und nicht Disulfide. Bei einer Umsetzung von Glutathion
und 1 im Verhiltnis 1:1 wurde tatsiachlich das zunichst in
einer schnellen Reaktion (wenige Minuten) quantitativ ge-
bildete Glutathion-Dimer in einer anschlieBenden langsa-
men Reaktion (Stunden) zum einfachen S-Oxid oxidiert,
wie man es bei einer Sauerstoffiibertragungsreaktion er-
warten wiirde. L-Methionin (in H,O, 20°C, 20 min, Mol-
verhiltnis 1 :1) wandelte 1 quantitativ in 2,3-Dimethyl!-2,3-
epoxy-1-butanol um und wurde dabei zum Sulfoxid oxi-
diert. Mit Dimethylsulfid (in CHCl,, —5°C, 3 h, 1:1)
wurde die Sauerstoffiibertragung zur dominierenden Re-
aktion (ca. 85%). Es entstanden 60% Sulfoxid und 12% Sul-
fon als Derivate des Sulfids und aus dem Dioxetan 44%
2,3-Dimethyl-2,3-epoxy-1-butanol und 41% Umlagerungs-
keton 1-Hydroxy-3,3-dimethyl-2-butanon. In einer Neben-
reaktion (15%) wurde das Dioxetan zu gleichen Teilen in
Aceton und Hydroxyaceton gespalten. Ein Kontrollexperi-
ment zeigte, daB in einer viel langsameren Reaktion Dime-
thylsulfoxid durch das Dioxetan 1 zum Sulfon oxidiert
wird. Sulfide verhalten sich bei der Reaktion mit Dioxeta-
nen also tatsdchlich anders als Thiole.

In diesem Zusammenhang war von Interesse, ob auch
andere cyclische Peroxide, z. B. Dimethylmalonylperoxid
3, mit Thiolen und Sulfiden unterschiedlich reagieren. Das
Ergebnis der Reaktionen von 3 mit Glutathion (GSH) und
mit Dimethylsulfid zeigt Schema 1.

Mit GSH entstanden quantitativ das Glutathion-Dimer
GSSG und Malonsdure, ganz analog zur Reaktion von
GSH mit 1. Mit Dimethylsulfid dagegen dominierte die

Sauerstoffiibertragung; die Produkte waren Malonsiure-
anhydrid” und Dimethylsulfoxid. In einer Nebenreaktion
(38%), die zur Aufklirung des Mechanismus wichtig ist,
wurde das Insertionsprodukt 4 gebildet. Dies deutet auf

0
R
—> R><#c
0
C

+ H3CSCH4
0]
R OCH,SCHy
R
QH
0] 4

eine Elektroneniibertragung hin, wie man sie auch bei der
durch Cytochrom P-450 katalysierten Desalkylierung von
Sulfiden beobachtet, die iiber die a-Hydroxylierung einer
Schwefelradikalkation-Zwischenstufe!® verlduft. Die Ent-
deckung von 4 als erstem Beispiel fiir diese Art von Elek-
tronenlibertragung bei einer Reaktion zwischen Peroxid
und Sulfid ist dem Umstand zu verdanken, daf3 die Acetal-
einheit (RO-CH,—SR) die Aufarbeitung tiberstand. Die
Ergebnisse vorldufiger Experimente deuten darauf hin,
daB Insertionsprodukte analog 4 auch bei der Reaktion
des Dioxetans 1 mit Thioanisol entstehen.

Die Bildung von 4 aus cinem freien Radikal wird auch
aus den Befunden vorldufiger CIDNP-Experimente deut-
lich. Wir beobachteten 'H-NMR-spektroskopisch wiahrend
der Reaktion von 3 und Dimethylsulfid in CDCI; bei
—30°C eine erhohte Polarisierung der Methylen-Wasser-
stoffatome von 4. Weiterhin mul} erwidhnt werden, dal}
sich Trimethylsilylphenylsuifid wie ein Thiol verhalt, d.h.
bei der Reduktion des Malonylperoxids 3 oder auch des
Dioxetans 1 entsteht Diphenyldisulfid.

Aufgrund dieser Ergebnisse schlagen wir vor, dafl die
Reaktion von Dioxetanen mit zweiwertigen Schwefelver-

Q 0
OH
GSH H,C—S—CH
+ 6556 «—— R Q 150757Chy |
OH R 0
0 0

Schema |. R=CH,.

P
R—(ll—(ll—R‘ + X-S—-R* o
l R “Re R-C—C-R'
R R R R \
[ 0IC) X =R Lo
R—(IZ—CI—R' + X-S—R" —HB R—(II—(ll—R‘ +
@O O@ |O O@ IR
® R-C-C—R*
Ree” g [
X = H, R" X =H R O
re
R R R
NAs “Ncé o ||
o+ 12+ x-SR R-C-C-R' + @S-R"
0 0% ®0 oH
H-S—-R**
X-=S—-R*
R*S—SR**
R\C/R R‘\C/R }F T
Schema 2. Vorgeschlagener Mechanismus i + i R—-C—C—R*
der Reaktion von Dioxetanen mit Thiolen 0 0 |1
und Sultiden. HO OH
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bindungen (Thiolen und Sulfiden) durch eine Elektronen-
ibertragung eingeleitet wird (Schema 2). Mit dieser An-
nahme gelingt es, alle drei Reaktionstypen, d.h. die Re-
duktion durch Thiole (X=H, Weg A), die Sauerstoffiiber-
tragung bei den Sulfiden (X = R”, Weg B) und die katalyti-
sche Spaltung beider (X=H, R"”, Weg C), in einheitlicher
Weise zu erkldren.

Die Elektroncniibertragung unter Beteiligung von Dioxe-
tancn bildet die Grundlage des CIEEL-Mechanismus!°L
Auch die katalytische Zersetzung der Dioxetane durch
Amine in einer Dunkelreaktion!'"! soll iiber Radikalionen-
paare verlaufen. Zweiwertige Schwefelverbindungen ha-
ben verhiltnismiBig niedrige Oxidationspotentiale!'", so
dal3 diese Elektroneniibertragung auf peroxidische Oxida-
tionsmittel wahrscheinlich erscheint. Zwar sind Radikal-
kationen von Sulfiden™ und Thiolen!'” bekannt, neu ist je-
doch, dal} solche reaktiven Zwischenstufen in Redoxreak-
tionen mit Peroxiden gebildet werden. Zur Zeit werden
Versuche mit polycyclischen aromatischen Schwefelver-
bindungen als Einelektronendonoren durchgefiihrt, deren
Radikalkationenchemie bereits gut untersucht ist, z. B. mit
Chiorpromazin'", Vorldufige Ergebnisse mit Phenothiazin
zeigen, daB tatsdchlich das Radikalkation!' bei der Be-
handlung mit 1 oder 3 entsteht. Wichtig fiir unsere
Zwecke ist jedoch, daB die Elektroneniibertragung offen-
bar auch zwischen Dioxetanen und Thiolen wie Gluta-
thion stattfindet. Die Bildung von Thiylradikalen durch
Abstraktion des Wasserstoffatoms aus dem Thiol statt ei-
ner Elektroneniibertragung (Schema 2) ist unwahrschein-
lich, weil auch die Trimethylsilylderivate von Thiolen Di-
oxetane reduzieren und dabei Disulfide bilden. Sicherlich
kénnen auch andere Mechanismen als der von Schema 2
zur Erkldrung unserer Resultate dienen, so dal} weitere
Untersuchungen notwendig sind, um den hier vorgeschla-
geren neuartigen RedoxprozeB zu stiitzen.

Unabhingig davon, dall der Mechanismus noch nicht
vollig bewiesen ist, bedeutet die Tatsache, daBl Glutathion
und andere in der Natur vorkommende Thiole wie Cystein
und Penicillamin (Tabelle 1) Dioxetane quantitativ zu den
vicinalen Diolen reduzieren, daB} diese Reaktion ein effi-
zieater Weg zur Entgiftung solcher gentoxischer Substan-
zen in der Zelle ist. Tatsdchlich ergaben erste Versuche,
daB3 Buthioninsulfoximin (ein Inhibitor der Glutathionsyn-
these) die Cytotoxizitdt von 1 sowohl in HL60-Zellen (pro-
myelozytire Leukidmiezellen) als auch in SHE-Zellen
(Hamsterembryofibroblasten) erhght. Weiterfiihrende Un-
tersuchungen mit Bakterienstimmen und Zellinien, die
kein Glutathion produzieren, sollen zeigen, ob dies eine er-
hote Photo-Gentoxizitit von 1,2-Dioxetanen zur Folge
hai.
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Tetraoxaporphyrin-Dikation**

Von Emanuel Vogel*, Wilhelm Haas, Bernd Knipp,
Johann Lex und Hans Schmickler

Sondheimers [18]Annulen 1!, Musterbeispiel eines der
Hiickel-Regel entsprechenden einfachen Benzolhomolo-
gen, zeigt in bezug auf aromatischen Charakter eine auffal-
lige Dichotomie: Das Molekil erfiillt zwar die physikali-
schen Aromatizititskriterien, weist jedoch als Folge kon-
formativer Beweglichkeit eine hohe Reaktivitit auf, die an
die von Polyenen erinnert. Ein Vergleich des reaktiven
Verhaltens von 1 mit dem iberbriickter Annulene wie 1,6-
Methano[10Jannulen® 4Bt besonders deutlich zutagetre-
ten, dall Starrheit des Ringskeletts offenbar unabdingbare
Voraussetzung ist, um einem [4n + 2]JAnnulen mit n> 1 che-
mische Stabilitdt zu verleihen.

s

Unter den zahlreichen Moéglichkeiten, das [18]Annulen 1
bei Wahrung der Planaritit effizient zu versteifen'®, hat
der nach 2 und 3 erfolgte Einbau von zwei CH,- und zwei
CH=CH-Gruppen als innere bzw. dullere Briicken Mo-
dellcharakter. Das resultierende, bis heute unbekannte,
iiberbriickte [18]JAnnulen 3 ist von hohem wissenschaftli-
chen Interesse, da es den Kohlenwasserstoff-Grundkorper
der - als die iiberbriickten Annulene der Natur aufzufassen-
den - Porphyrine (4: Prophyrin®*) darstellt. Ebenso wie 3
harren die nicht minder aktuellen Sauerstoff- und Schwe-
fel-Analoga™ ¢! der Porphyrine, das Tetraoxa- bzw. Tetra-
thiaporphyrin (5 bzw. 6), der Synthese. Bei Zugrundele-

[*] Prof. Dr. E. Vogel. Dr. W. Haas, B. Knipp, Dr. J. Lex,
Dr. H. Schmickler
Institut fiir Organische Chemie der Universitit
GreinstraBe 4, D-5000 Koln 41
[**] Nach einem Plenarvortrag auf dem Autumn Meeting der Royal Society
of Chemistry, Nottingham (England), 22.-24. September 1987.
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