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N-(Desoxyguanosin-8-y1)anilin aus der 
in-vitro-Umsetzung von N-Acetoxyanilin 
mit Desoxyguanosin und DNA ** 
Von Michael Famulok und Gernot Boche * 

Die akute Toxizitat von Anilin 1 ist auf die Bildung von 
Methamoglobin zuriickzufuhren, wobei dem Metaboliten 
Phenylhydroxylamin 2 die entscheidende Rolle zuzukom- 
men scheint1'.21. Im Ames-Te~t [~"]  zeigten 1 und 2 nur in 

[*] Prof. Dr. G. Boche, DipLChem. M. Famulok 
Fachbereich Chemie der Universitat 
Hans-Meerwein-SraOe, D-3550 Marburg 

Fonds der Chemischen Industrie und der BASF AG gefordert. 
[**I Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft, dem 

Gegenwart von Norharman (9H-Pyrido[3,4-h]indol) und 
Rattenleberhomogenisat im Stamm S.  typhimurium TA 98 
Mutagenitat l3 b, 'I. Im Tierversuch beobachtete man nach 
Verfiitterung selbst hoher Dosen Anilinhydrochlorid (6000 
und 12000ppm) iiber einen Iangeren Zeitraum (103 Wo- 
chen) keine Tumorinduktion bei B6C3F, -Mausen, hingegen 
bildeten Fischer-344-Ratten rnit der halben Anilinhydro- 
chlorid-Menge (3000 bzw. 6000 ppm, I03 Wochen) Sarkome 
in der MilzC4I. In diesem Zusammenhang ist von Interesse, 
dan 14C-markiertes Anilin an die Nieren-, Dickdam- und 
Milz-DNA von Ratten gebunden wird, wahrend bei Mausen 
praktisch keine DNA-Bindung nachgewiesen werden konn- 
tel5l. NeuereL6 wie auch friihere Untersuchungenf6 b1 haben 
ferner ergeben, daB N-Acetoxyarylamine entscheidende Me- 
taboliten bei der Carcinogenese aromatischer Amine sind. 
Sie werden durch 0-Acetylierung aus den Arylhydroxylami- 
nen oder N,O-Transacetylierung aus den entsprechenden 
Hydroxamsluren gebildetL6] (Schema 1). 

eNH2 OxidationrL 
- 

1 2 
/ 

0-Acetylierung 
// 

4 
Schema 3 .  

3 

Wir konnten kiirzlich zeigen, daB O-Acetyl-N-(4-biphe- 
nyly1)hydroxylamin (,,N-Acetoxy-4-aminobiphenyl") I8 '1 
und O-Acetyl-N-(2-naphthyl)hydroxylamin(,,N-Acetoxy-2- 
naphthylamin")" b1 mit Desoxyguanosin 5 zu Addukten rea- 
gieren, die von anderen A ~ t o r e n ' ~ ]  aus der DNA des Bla- 
senepitheliums von Hunden isoliert wurden, nachdem die 
Hunde mit 4-Biphenylylamin bzw. 2-Naphthylamin behan- 
delt worden waren. Im folgenden zeigen wir, dal3 4, ein 
entsprechender Metabolit von 1 ,  der in vivo aus 2 und 3 
entstehen kannL6], rnit 5 zu einem Addukt, N-(Desoxygua- 
nosin-8-yl)anilin 6, reagiert. AuBerdem konnten wir 
6 bei der in-vitro-Umsetzung von 4 rnit DNA nachwei- 
sen (Schema 2). 

0 
@H-O-C-CH3 II 5 

4 

NEt,, 37°C. DNA 6 
H20, THF, 

24 h I 
1 

1 )  Nuclease P1 

2 )  alkalische Phosphatase 
DNA-Addukt 

Schema 2. 

Das Addukt 6 ist neu; bisherige Versuche, rnit ,,aktivierten 
Anilinderivaten" ein Addukt aus Anilin 1 und 5 durch elek- 
trophile Substitution in vitro herzustellen, waren fehl- 
geschlagen['O1. Nur Addukte erwiesenermanen stark carci- 
nogener aromatischer Amine an 5 waren bisher be- 
kanntl8' "]. 

Um zu zeigen, daB 4 auch rnit D N A  reagiert, wurde die 
DNA nach der Umsetzung hydrolytisch gespalten und das 
DNA-Hydrolysat HPL-chromatographisch analysiert. Ab- 
bildung 1 a zeigt das HPLC-Profil des Adduktes 6,  Abbil- 
dung 1 b dasjenige des Hydrolysats aus der Umsetzung von 
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4 mit DNA unter denselben Bedingungen. Eine Konzentra- 
tionsbe~timrnung['~~ ergab, daB 0.26 % der in der DNA ent- 
haltenen Desoxyguanosinmolekule von 4 zum Desoxygua- 
nosin-C8-Addukt der DNA aminiert worden waren. 

i i  

0 5 10 
/ I  

6-!1 I 
I 1  

r 

0 5 10 15 

tlminl - 
Abb. 1. a) HPLC-Profil von 6. b) HPLC-Profil des Hydrolysats aus der Um- 
setzung von 4 mit DNA. HPLC-Bedingungen: Nucleosil RP 18, 7pm, 
230 x 6 mm-Siule, UV-Absorption be1 260 nm, 35proz. CH,OH, DurchfluB 
0.7 mLmin-', Retentionszeit von 6 15.4 min [12]. 

Fazit: 4, ein potentieller Metabolit und moglicherweise 
entscheidendes Carcinogen von Anilin 1, bindet in vitro ko- 
valent an Desoxyguanosin 5 und DNA zum Desoxyguano- 
sin-C8-Addukt 6. 

Experimentelles 
Herstellung von 4: 4 wurde erstmals von A . M .  Loho et al. [14] in Losung 
hergestellt; wir haben es nun isoliert und vollstlndig charakterisiert: Zu einer 
Losung von 3.27 g (30.0 mmol) 2 und 3.54 g (35.0 mmol) NEt, in 50 mL Et,O 
wurden 2.07 g (30.0 mmol) AcCN in 20 mL Et,O gegeben (-40 "C, 20 min). 
Die Losung wurde 3 h bei - 15 "C geruhrt, mit MgSO, bei 0 "C getrocknet und 
filtriert. Das nach dem Entfernen des Losungsmittels bei 0°C im Vakuum 
verbliebene 01 wurde in 10 mL CH,CI, gelost und mit 120 mL Petrolether 
(40-60 "C) versetzt. Die Losung wurde auf 70 mL konzentriert und 3 h auf 
- 30 "C gekiihlt. Die dabei gebildeten gelben Kristalle wurden abgetrennt und 
bei - 20°C getrocknet. Ausbeute: 2.95g (65%); Fp = 27-29°C (unkorr.); 
korrekte C,H,N-Analyse (die Probe wurde eingewogen und bis unmittelbar vor 
der Verbrennung bei - 78°C gehalten). - NMR-Spektren (400 MHz-Gerat, 
CDC!,, 230 K): 6('H) = 2.24 (s, 3H), 7.07 (d, 2H), 7.11 (t. lH), 7.35 (t, 2H), 
8.86 (s, IH, NH); 6(I3C) = 19.22, 116.36, 123.89, 129.00. 146.08, 170.78; IR 
(Nujol): B[cm-'] = 3253, 1758, 1603, 1494, 1378, 1220, 723. 
Umsetzung von 4 mit 5 zu 6: 605 mg (4.00 mmol) 4, 1.07 g (4.00 mmol) 5 und 
455 mg (4.50 mmol) N(C,H,), in 70 mL eines 7:3:4-Gemisches aus EtOH, 
CHCI, und H,O wurden unter N, 24 h bei 37 "C geruhrt. Nach Entfernen des 
Losungsmittels wurde der Ruckstand in 400 mL H,O aufgenommen und diese 
Losungmit 150mLEt20(6x)und lOOmLnBuOH(5x)ausgeschuttelt.Nach 
Abziehen des nBuOH wurde der Ruckstand in 10 mL 50prOZ. CH,OH gelost 
und 6 durch HPLC (30proz. CH,OH, 230 x 20 mm, LiChrosorb RP18, 7 Fm, 
1400 psi = 98 bar rein erhalten (Ausbeute 6%). - NMR-Spektren (400 MHz- 
Gerat,[D,jDMSO):6('H) = 2.02(m,lH),3.76(m,2H),3.93(m,lH),4.43(m, 
lH), 5.36 (s, IH, OH), 5.98 (s, lH ,  OH), 6.33 (4, lH),  6.45 (s, 2H, NH,). 6.90 
(t. IH), 7.25 (t. 2H), 7.73 (d, 2H), 8.63 (s, lH,  NH), 10.83 (s, lH,  NH), ein 
Zucker-H ist von DMSO-Signalen verdeckt; G("C)('J(C.H)[Hz]) = 38.39 (t, 
131.28), 61.20(t, 141.33), 71.14(d, 150.52), 82.72(d, 163.03), 87.08 (d, 146.00), 
112.14(s), 117,21 (d, 162.10), 120.44(d, 160.00), 128.39(d, 158.10), 140.77(s), 
143.11 (s), 149.39 (s), 153.01 (s), 156.03 (s); IR (KBr): B[cm-'] = 3343, 3206, 
1681, 1600, 1562, 1498, 1355, 1099, 751; UV (CH,OH): L,,,[nm] = 283.0, 
204.0; FD-MS: m / i  358 ( M e ,  26.1%). 359 ( M e  + H, IOO), 381 ( M e  + Na, 
33.5). 
Umsetzung von 4 mit DNA zu 6:  Eine Losung von 30 mg DNA aus Kalbsthy- 
mus, 30 mg (0.2 mmol) 4 und 17 mg (0.17 mmol) NEt, in 20 mL H,O/THF 
(111) wurde 20 h bei 37 "C gehalten. Nach Entfernen des THF, Ausschutteln mit 
25 mL Et,O (3 x )  und Zusatz von 10 mL H,O wurde die H,O-Phase mit 2 mL 
3 M NaOAc-Losung und 50 mL EtOH versetzt, die DNA bei - 20°C ausge- 
fallt, 10 min mit 10000 Umdrehungen pro min zentrifugiert und zweimal mit 
70prOz. EtOH gewaschen. Nach Zugabe von 30 mL H,O enthielt 1 mL Losung 
0.95 mg DNA (UV-Konzentrationsbestimmung). Nach Vorschrift 1151 wurden 
0.95 mg DNA mit Nuclease PI und alkalischer Phosphatase hydrolysiert und 
die Enzyme anschlieBend mit 800 pL 3 M NaOAc-Losung und 20 mL EtOH bei 
- 20 "C ausgefilllt und abzentrifugiert. Der Uberstand wurde vom Losungsmit- 

tel befreit, der Ruckstand in 1 mL 35proz. CH,OH gelost und HPL-cbromato- 
graphisch analysiert. 
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Eine einfache Synthese von 
Dioxoisobakteriochlorinen aus Hamatoporphyrin ** 
Von Franz-Peter Mon fforts *, Frank Romanowski 
und Jan W. Bats 

Sirohydrochlorine 1 a, b,"] Siroham lc['] und Ham d, 2[31 
sind porphinoide Naturstoffe mit dem Isobakteriochlorin- 
Grundgerust 3. Partiell hydrierte Derivate der metallfreien 
Makrocyclen 1 a, b sind als Biosynthesevorstufen fur Vita- 
min B,, erkannt worden [', 41; die eisenhaltigen Derivate 
spielen eine zentrale Rolle als Cofaktoren in nitrit- und 
sulfitreduzierenden Enzymen von Bakterien und Pflanzen. 
Metallfreie Dioxoisobakteriochlorine konnten moglicher- 
weise auch medizinische Bedeutung als Photosensibilisato- 
ren in der photodynamischen Tumortherapie gewinnen. 
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