4 mit DNA unter denselben Bedingungen. Eine Konzentra-
tionsbestimmung!!3! ergab, daB 0.26 % der in der DNA ent-
haltenen Desoxyguanosinmolekiile von 4 zum Desoxygua-
nosin-C8-Addukt der DNA aminiert worden waren.

b)J
0 5

o
0 5 10 15

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, 7 um,
230 x 6 mm-Siule, UV-Absorption bei 260 nm, 35proz. CH,OH, Durchflu
0.7 mL min~*, Retentionszeit von 6 15.4 min [12].

10

Fazit: 4, ein potentieller Metabolit und mdglicherweise
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 4. M. Lobo et al. [14] in Losung
hergestellt; wir haben es nun isoliert und vollstindig charakterisiert: Zu einer
Losung von 3.27 g (30.0 mmol) 2 und 3.54 g (35.0 mmol) NEt; in 50 mL Et,0
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 geriihrt, mit MgSO, bei 0 °C getrocknet und
filtriert. Das nach dem Entfernen des Losungsmittels bei 0°C im Vakuum
verbliebene Ol wurde in 10 mL CH,Cl, geldst und mit 120 mL Petrolether
(40-60°C) versetzt. Die Losung wurde auf 70 mL konzentriert und 3 h auf
— 30 °C gekuhlt. Die dabei gebildeten gelben Kristalle wurden abgetrennt und
bei — 20°C getrocknet. Ausbeute: 2.95 g (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-Geriit,
CDCl,, 230K): § (*H) = 2.24 (s, 3H), 7.07 (d, 2H), 7.11 (t, 1H), 7.35 (1, 2H),
8.86 (s, 1H, NH); 6 (**C) = 19.22, 116.36, 123.89, 129.00, 146.08, 170.78; IR
(Nujol): #[em™'] = 3253, {758, 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,0 wurden unter N, 24 h bei 37 °C geriihrt. Nach Entfernen des
Loésungsmittels wurde der Riickstand in 400 mL H,0 aufgenommen und diese
Lésung mit 150 mL Et,O (6 x ) und 100 mL nBuOH (5 x ) ausgeschiittelt. Nach
Abziehen des nBuOH wurde der Riickstand in 10 mL 50proz. CH,OH geldst
und 6 durch HPLC (30proz. CH,OH, 230 x 20 mm, LiChrosorb RP18, 7 um,
1400 psi = 98 bar rein erhalten (Ausbeute 6%). - NMR-Spektren (400 MHz-
Gerit, [Dg] DMSO): é (*H) = 2.02 (m, 1H), 3.76 (m, 2H), 3.93 (m, 1H), 4.43 (m,
1H), 5.36 (s, 1H, OH), 5.98 (s, 1H, OH), 6.33 {q, 1H), 6.45 (s, 2H, NH,), 6.90
(t, 1H), 7.25 (t, 2H), 7.73 (d, 2H), 8.63 (s, 1H, NH), 10.83 (s, 1H, NH), ein
Zucker-H ist von DMSO-Signalen verdeckt; é (**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): v[em '] = 3343, 3206,
1681, 1600, 1562, 1498, 1355, 1099, 751; UV (CH;OH): A, [nm] = 283.0,
204.0; FD-MS: m/z 358 (M®, 26.1%), 359 (M® + H, 100), 381 (M*® + 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
(1/1) wurde 20 h bei 37 °C gehalten. Nach Entfernen des THF, Ausschiitteln mit
25 mL Et,0 (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 Lésung
0.95 mg DNA (UV-Konzentrationsbestimmung). Nach Vorschrift [15] wurden
0.95 mg DNA mit Nuclease P1 und alkalischer Phosphatase hydrolysiert und
die Enzyme anschlieBend mit 800 L 3 M NaOAc-Losung und 20 mL EtOH bei
— 20 °C ausgefillt und abzentrifugiert. Der Uberstand wurde vom Lésungsmit-
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tel befreit, der Riickstand in 1 mL 35proz. CH,OH geldst und HPL-chromato-
graphisch analysiert.
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Eine einfache Synthese von
Dioxoisobakteriochlorinen aus Himatoporphyrin **

Von Franz-Peter Montforts*, Frank Romanowski
und Jan W. Bats

Sirohydrochlorine 1a,b,™! Sirohim 1 ¢ und Him d, 28!
sind porphinoide Naturstoffe mit dem Isobakteriochlorin-
Grundgeriist 3. Partiell hydrierte Derivate der metallfreien
Makrocyclen 1a,b sind als Biosynthesevorstufen fiir Vita-
min B,, erkannt worden!":#l; die eisenhaltigen Derivate
spielen eine zentrale Rolle als Cofaktoren in nitrit- und
sulfitreduzierenden Enzymen von Bakterien und Pflanzen.
Metallfreie Dioxoisobakteriochlorine kénnten mdglicher-
weise auch medizinische Bedeutung als Photosensibilisato-
ren in der photodynamischen Tumortherapie gewinnen.
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CooH COOH
1a R-H, M-2H
1b r-cHy M=2H
1¢ R=H, M=Fe 3

Die biologische und chemische Bedeutung dieser nur in
Spuren vorkommenden Naturstoffe hat zusammen mit der
Schwierigkeit, selbst geringe Mengen von ihnen zu gewin-
nen, die Suche nach selektiven Synthesen ausgeldst. Bisher
wurden neben zahlreichen Synthesen von Modellverbindun-
gen eine aufwendige Totalsynthese von 1a'® und eine un-
selektiv verlaufende Partialsynthese von 2% beschrieben.
Wir berichten nun iiber einen einfachen Weg, das Isobakte-
riochlorin-Geriist durch zweifache Amidacetal-Claisen-Um-
lagerung aus wohlfeilem Hdmatoporphyrindimethylester 4
aufzubauen. Dabei werden zugleich die geminal dialkylier-
ten Strukturelemente in den Ringen A und B, deren Aufbau
pridparativ schwierig ist, erhalten. Die Spaltung der einge-
fithrten Amidgruppen und der neuen exocyclischen Doppel-
bindungen fiihrte dann sehr direkt zu Isobakteriochlorinen 7
mit dem Substitutionsmuster von 2 (Schema 1).

Der Ester 417} ist als unmittelbares Umwandlungsprodukt
des roten Blutfarbstoffs Him in beliebigen Mengen aus
Schlachthofabfillen verfiigbar und damit ein idealer 6kono-
mischer und dkologischer Ausgangspunkt zur Synthese von
Verbindungen mit komplexeren porphinoiden Strukturen.
Der Isobakteriochlorin-Chromophor mit den dialkylierten
Positionen 2 und 7 bildet sich bei der zweifachen Amidace-
tal-Claisen-Umlagerung ®! an den Hydroxyalkylsubstituen-
ten von 4. Da 4 als bindres Diastereomerengemisch vorliegt,
entstehen die beiden stercoisomeren Isobakteriochlorin-Ty-
pen 5a und 5b mit cis- bzw. trans-Anordnung der neuen
Acetamidseitenketten. Die Isomere lassen sich leicht chro-
matographisch trennen. Innerhalb eines jeden dieser cis/
trans-Diastereomere gibt es vier Doppelbindungsisomere,
die von den neuen exocyclischen Doppelbindungen an den
Positionen 3 und 8 herriithren. Aufgrund des stereoselektiven
Verlaufs der Claisen-Umlagerung iiberwiegen die Z,Z-Iso-
mere!®, Eine chromatographische Feinauftrennung der
Doppelbindungsisomere erwies sich als auBerst schwierig;
gliicklicherweise ist sie wegen der 3,8-Oxosubstitution in den
Zielstrukturen auch nicht notwendig. Die fir die weitere
Synthese erforderliche Spaltung der Amidgruppen und der
Doppelbindungen scheiterte selbst mit den robusten Nickel-
komplexen 6 bei konventionellen Hydrolyse- und Oxida-
tionsbedingungen an der Labilitdt des chromophoren Sy-
stems. Sie gelingt aber iiberraschend leicht, wenn man beide
Reaktionen miteinander koppelt (Schema 2). Iodlactonisie-
rung fithrt dber die Immoniumester 8 zur Hydrolyse der
Amidgruppen und Oxidation der Doppelbindungen!®!. Das
primiér eintretende lod wird unter den Reaktionsbedingun-
gen wahrscheinlich unter Nachbargruppenbeteiligung des
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Lactonsauerstoffs durch OH substituiert. Die dabei entste-
henden Strukturen 9 mit fiinfgliedrigem Lactonring, Hydro-
xysubstituenten und gut bekanntem Isobakteriochlorin-
Chromophor konnten eindeutig aus IR-, Massen- und Elek-
tronenspektren abgeleitet werden. Auf eine weitergehende
Charakterisierung der Hydroxylactone 9 wurde wegen der
komplexen stereochemischen Situation verzichtet.

HO‘\]/CH3 CH3 OH
/

l J

COOCH, COOCH; COOCH, COOCH,4
Ta 7b

Schema 1. Reaktionsbedingungen: a) CH;C(OCH,),N(CH,),, 0-Xylol, Mo-
lekularsieb 4 A, Argon, 160°C, 2 h; ,,Flash-Chromatographie*, Kieselgel,
CH,Cl, 4+ Methylacetat + MeOH (10 + 5 + 0.5), Ausbeute an 5 50%. b)
2 Aquiv. Ni®-acetylacetonat, CHCl,, Riickflu3, Chromatographie Alox N III,
CH,Cl; + Methylacetat + MeOH (10 + 5 + 0.5), Ausbeute jeweils 90%. ¢) 1.
3 Aquiv. I,, THF + H,0 (1 + 1), Argon, 25°C, 6 h; ,.Flash-Chromatogra-
phie”, Kieselgel, CH,Cl, + Methylacetat + MeOH (10 + 5+ 0.5); 2. SM
KOH, MeOH, 60°C, 24 h; 5 M HC, 60°C, 30 min; 3. CH,N,, Et,0/MeOH,
25°C, 2h; ,,Flash-Chromatographie‘, Kieselgel, CH,Cl, + Methylacetat
(10 4+ 1); Ausbeute nach Kristallisation jeweils 47%. — Samtliche Verbin-
dungen wurden als Enantiomerengemische hergestellt. Alle neuen Verbindun-
gen, sofern kristallin, sind durch Elementaranalyse, UV/VIS-, 'H-NMR- und
Massenspektren charakterisiert.

Die alkalische Hydrolyse der Lactone 9 ist begleitet von
einer retroaldolartigen Fragmentierung, durch die die Koh-
lenstoffatome der urspriinglichen exocyclischen Doppelbin-
dungen an den Positionen 3 und 8 auf einfache Weise ent-
fernt werden. Retroaldolartige Prozesse dieses Typs sind in
der Porphyrinchemie dokumentiert und schon friiher syn-
thetisch genutzt worden°!. Tautomerisierung, spontan er-
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Schema 2. Spaltung der Amidgruppen und der exocyclischen Doppelbindun-
gen von 6, um zu 7 zu gelangen.

Abb. 1. Struktur von 7aim Kristall. Seitenansicht, die die sattelférmige Defor-
mation des Ligandensystems erkennen 14Bt.

Tabelle 1. Ausgewihlte spektroskopische Daten von 7a und 7b.

7a: UV/VIS (CHCL,): A, () = 386 (39670), 437 (43940), 585 (12850), 619 nm
(40692); "H-NMR (CDCl,, 360 MHz): § = 1.65, 1.71 (2s, je 3H, CH, an C-2
und C-7), 3.56 (s, 2H, 2- oder 7-CH,), 3.61 (d, 2/ = 3 Hz, 2H, 2- oder 7-CH,),
8.12,8.17,9.00, 9.07 (4s, je 1H, CH); MS (270 °C): m/z (rel. Int. [%]) 770 (100,
M®), 697 (45, M® —CH,CO,CH,)

7b: UV/VIS (CHCL,): A, (6) = 385 (38900), 436 (43800), 586 (13660), 617 nm
(39600); "H-NMR (CDCl,, 360 MHz): 6 = 1.53, 1.57 (2s, je 3H, CH, an C-2
und C-7), 3.70 (AB-System, J,5 = 17 Hz, 2- oder 7-CH,), 3.76 (AB-System,
Jap = 17.5Hz, 2- oder 7-CH,), 8.04, 8.12, 8.98, 9.03 (4s, je 1H, CH); MS
(230°C): m/z (rel. Int. [%]) 770 (100, M®), 697 (68, M® — CH,CO,CH,)

folgende Oxidation von 12 zum stabilen Dioxoisobakte-
riochlorin-Typ und Veresterung zu 7 (Tabelle 1) schlieBen die
Synthese ab.

Die Konfigurationszuordnung fiir die einheitlichen, kri-
stallinen Diastereomere 7a und 7b basiert auf einer Kristall-
strukturanalyse!'!! von 7a (Abb. 1), bei dem die natiirlich
vorkommende cis-Konfiguration gefunden wurde. Das Li-
gandensystem des planar tetrakoordinjerten Nickelatoms ist
wie erwartet selbst nicht planar, sondern sattelfdrmig defor-
miert. Die Kohlenstoffatome der Methinbriicken liegen
paarweise iiber und unter der durch das Metallatom und
seine koordinierenden Stickstoffatome aufgespannten Ebe-
ne. Die Griinde fiir die Deformation des Ligandensystems
von Metallporphyrinen sind eingehend untersucht und dis-
kutiert worden!*21. Ein Vergleich mit diesen Befunden zeigt,
daB das Dioxoisobakteriochlorin 7 a mit seinen trigonal um-
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gebenen Kohlenstoffatomen 3 und 8 weniger von der Plana-
ritit abweicht, als fiir Tetrahydroporphyrine mit tetraedrisch
koordinierten Zentren 3 und 8 zu erwarten ist!*3l. Um zu
kliren, ob die sattelférmige Struktur fiir die biologische
Funktion von Him d, 2 mit entscheidend ist, wird zur Zeit
die Synthese dieses Naturstoffs nach dem hier vorgestellten
Konzept versucht.
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