Metall-Kations durch 1a gegen Wechselwirkungen mit dem
Solvens wird auch anhand der Lebensdauer von [Eu-1a)*®
in CH,OH und CH;0D deutlich. Wie auch nach Kalotten-
modellen erwartet, zeigen diese Ergebnisse, daB das Metall-
Ton im Macrocyclus von 1a eingeschlossen und durch die
beiden Seitenketten des Liganden eingekapselt werden kann.
Hochstwahrscheinlich ist dieser Abschirmungseffekt auch in
{Tb-1a]*® vorhanden, jedoch kann eine weitere Ursache fiir
die praktisch gleiche Lebensdauer dieses Komplexes in
CH,0H und CH,;0D ein schneller Energieriicktransfer vom
Metall zum Liganden sein!!4.

Ein Vergleich der Lebensdauern von [Eu-1a}®® und
[Eu-1b}3® in Methanol zeigt, daB das Metall-Ion von beiden
Liganden annihernd gleich stark abgeschirmt wird. Die Lu-
mineszenzquantenausbeute ist jedoch fiir [Eu-1b]*® weitaus
geringer. Dieser Befund 148t sich erkldren, wenn man in Be-
tracht zieht, daB die zwei Methylsubstituenten in 1b eine
starke Anndherung der beiden bpy-“Schwenkarme™ an das
Metall-Ton verhindern. Dadurch wird die Effizienz des Ener-
gietransfers von den ligandenzentrierten zu den metallzen-
trierten angeregten Zustinde reduziert. Diese Hypothese
wird durch eine ligandenzentrierte Restphosphoreszenz
(4., = 470 nm, 77 K) fiir [Eu-1b}>® gestiitzt.

Fiir die hohere Lumineszenzquantenausbeute, die [Eu-
12)°® im Vergleich zu [Eu < bpy - bpy - bpy}*® in H,O bei
300 K aufweist, kann die vorher erwiahnte bessere Abschir-
mung des angeregten Metall-lons durch 1a gegen eine Wech-
selwirkung mit Solvensmolekiilen nicht allein verantwortlich
sein. Tatsdchlich ist die Quantenausbeute um den Faktor §
groBer, die Lebensdauer dagegen nur um etwa den Faktor 2.
Dariiber hinaus ist die Quantenausbeute auch in D,0O
groBer, wo der Abschirmungseffekt keine Rolle spielt. Diese
Ergebnisse zeigen, daB fiir [Eu-1a)*® die Effizienz des Ener-
gietransfers vom ligandenzentrierten zum lumineszierenden
metallzentrierten Niveau groBer ist (etwa um den Faktor 2).
Fiir die analogen Tb*®-Komplexe kann in dieser Hinsicht
keine SchluBfolgerung gezogen werden, da direkt vergleich-
bare Daten fehlen, und ein Metall — Ligand-Energieriick-
transfer!'*] besteht.

Zusammenfassend 148t sich sagen, daB die Anwesenheit
der vier bpy-Einheiten in den Eu®®- und Tb*®-Komplexen
von 1a einen sehr hohen molaren Absorptionskoeffizienten
gewidhrleistet und einen ausgezeichneten Schutz gegen die
desaktivierende Wirkung von Wasser auf den lumineszieren-
den angeregten Zustand bietet. Ferner ist in [Eu-1a}® die
Effizienz des Energietransfers vom Liganden zum Metall
groBer als in [Eu — bpy - bpy - bpy]*®. Wegen oben genann-
ter Griinde sind die Eu*®- und Tb*®-Komplexe von 1a stark
lumineszierende Spezies, die den friither untersuchten bpy -
bpy - bpy-Cryptaten!! =38! {iberlegen sind. Infolgedessen ist
[Eu-1a}*® sogar in wiBriger Losung ein vielversprechender
Lumineszenzmarker. Eine Funktionalisierung der bpy-Ein-
heiten sollte eine Ankopplung dieses Komplexes an biologi-
sche Substrate ermoglichen.
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Synthese von 2,3-Epoxy-2,3-dihydro-
2,3-dimethylbenzo{b]furan, dem vermutlich
ultimalen Mutagen von Benzofurandioxetanen **

Von Waldemar Adam™*, Lazaros Hadjiarapoglou,
Thomas Mosandl, Chantu R. Saha-Moller und Dieter Wild

Furane kénnen mit Oxygenasen zu Epoxiden metaboli-
siert werden!!! und diese ihrerseits gentoxisch wirken. Ein
bekanntes Beispiel ist das stark mutagene und cancerogene
Aflatoxin B,, ein 2,3-Dihydrofuran-Derivat, dessen durch
metabolische Aktivierung entstandenes Epoxid DNA alky-
liert. Dieses wurde vor kurzem auf unabhdngigem Weg syn-
thetisiert und als wirksames Mutagen nachgewiesen!?l. Da
2,3-Dimethylbenzo{b)furan als Geschmacksstoff Lebensmit-
teln zugesetzt wird '}, interessierten wir uns fiir die mogliche
DNA-schddigende Wirkung des entsprechenden Epoxids.
Im Gegensatz zu den relativ stabilen 2,3-Dihydrofuranepo-
xiden!2#! wurden bis zu diesem Zeitpunkt Furanepoxide
weder beobachtet noch isoliert; Epoxidierung auch bei tiefen
Temperaturen ergab lediglich duBerst komplexe Produktge-
mische!®). Hier berichten wir iiber die Synthese der ersten
Benzofuranepoxide 2 auf zwei unabhingigen Wegen (Sche-
ma 1): Epoxidierung der Benzofurane 1 mit Dimethyldioxi-
ran und Desoxygenierung des Benzofurandioxetans 3a mit
Dimethylsulfid. AuBerdem vermuten wir, daB es sich bei den
Benzofuranepoxiden 2 um diejenigen Verbindungen handelt,
welche fiir die hohe Mutagenitit der Benzofurandioxetane 3
— die ersten mutagenen Dioxetane — in Sa/monella typhimu-
rium Stamm TA100 verantwortlich sind®). Wir meinen, daB
eine in-situ-Desoxygenierung polycyclischer Dioxetane
von Arenen- und Heteroarenen unter Bildung reaktiver
Expoxide einen signifikanten Beitrag zur DNA-Schddigung
leisten kann!”!,

Bei der Reaktion einer 0.22 M Losung des Benzofurans 1a
mit stochiometrischen Mengen einer 0.0SM Losung von
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[D ]Dimethyldioxiran in [D,]Aceton bei —78°C!® wurde
13C-NMR-spektroskopisch nach 0.5 h ein Verschwinden der
Olefinsignale von 1a bei 6 = 109.7 (s) und 150.3 (s) zugun-
sten der charakteristischen Epoxidsignale fiir 2a bei 6 = 66.9
(s) und 95.1 (s) beobachtet. Analoge Resultate wurden bei
der Umsetzung des Benzofurans 1b mit Dimethyldioxiran
zum Epoxid 2b erzielt ['*C-NMR ([D4]Aceton): 6 =
66.5 (s, C-3), 95.9 (s, C-2)]. Das Epoxid 2a wurde auch bei
der Behandlung einer 0.337 M Losung des Benzofurandioxe-
tans 3 a mit stochiometrischen Mengen einer 0.337 M Losung
von Dimethylsulfid in CDCI, bei — 30°C erhalten®®), Er-
wirmen der Epoxid-Lésungen iber 0°C fithrte zu volliger
Zersetzung innerhalb 0.5 h.

Me Me Me
Me, O 0 Me,S 2
Me —MEQ -—
X d Me,C=O.N; g Me CDCL. N, X d Me
-78°C -30°C,0.5h
la(X=H) 2 3
1b X = Ac) weonl78°C MeOH |0°C
05h CF3CO;H|6n
Me OMI\: Me oMe Me OMe
(j){r e mon CES(OOH
OHO o Me o Me
4a° 4a 5a
Schema 1.

Die chemische Reaktivitdt des Epoxids 2a zeigte sich in
der Bildung des Addukts 4a (Schema 1); 0.5 h nach Zugabe
von Methanol bei —78 °C war vollstindiger Umsatz fest-
stellbar. Das Halbacetal 4a wurde in 95% Ausbeute als cis/
trans-Gemisch isoliert; es liegt im Gleichgewicht mit dem
Hydroxyketon 4a’ vor (4a:4a’ = 87:13)!'% Unter den glei-
chen Bedingungen war das Dioxetan 3a gegeniiber Metha-
nol stabil; nur in Gegenwart katalytischer Mengen an
CF,COOH bildete sich innerhalb 6 h bet ca. 0°C das Hy-
droperoxid 5a" % (Schema 1). Vergleichbare Reaktivitdtsun-
terschiede wurden auch gegenitber Wasser als Nucleophil
beobachtet.

Diese chemischen Transformationen illustrieren den labi-
len Charakter der neuartigen Benzofuranepoxide 2 und ins-
besondere ihre hohe Alkylierungstendenz. Erwartungsge-
mal erwiesen sie sich auch als mutagen im Salmonella
typhimurium Stamm TA100; dieser ist ein Indikatorstamm
hauptsichlich fiir Alkylantien- und UV26%.induzierte Muta-
tionen. Inkubation der Salmonella-Bakterien mit dem
Epoxid 2a (0.1-1.0 mm wihrend 0.5 h) fiihrte zu einem
linearen, dosisabhdngigen Anstieg der Revertanten; dieser
ergab eine spezifische mutagene Aktivitit von ca. 1800
Revertanten pro umol. Wurde die acetonische Losung des
Epoxids 2a vor der Zugabe zu den Bakterien mit wiBrigem
Phosphatpuffer versetzt, war eine deutliche Abnahme der
Mutagenitit mit zunehmender Vorbehandlungszeit feststell-
bar. Offensichtlich wurde im wiBrigen Medium der gréBte
Teil des Benzofuranepoxids 2a vor Erreichen der DNA hy-
drolysiert.

In diesem Zusammenhang ist es erwdhnenswert, dal} die
Benzofurandioxetane 3 ebenfalls mutagen sind '), Im Ames-
Test!* ! nach dem Prainkubationsverfahren (Salmonella ty-
phimurium Stamm TA100) induzierte das Dioxetan 3a ca.
117000 und das Dioxetan 3b ca. 370000 Revertanten pro
pumol; damit sind sie die ersten mutagenen Verbindungen
dieser Klasse. Da im Stamm TA2638 fiir diese Dioxetane
keine Mutagenitit nachweisbar war, scheinen die hervorge-
rufenen DNA-Schidden nicht auf aktive Sauerstoffspezies
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zuriickzufiihren zu sein, die allgemein bei der Untersuchung
der Gentoxizitdt von Peroxiden beriicksichtigt werden miis-
sent* 2l AuBerdem war der Schaden in Stamm TA100 mit
WeiBlicht nicht photoreaktivierbar; die beobachtete Muta-
genitit dieser Dioxetane beruht also nicht auf der Erzeugung
von Pyrimidin-Dimeren (Photocycloadditionen)!*? 131, die
im Stamm TA100 grundsitzlich auch erkennbar wiren.

Aufgrund ihrer qualitativ dhnlichen mutagenen Wir-
kungsweise halten wir die Benzofuranepoxide 2 fiir die ulti-
malen Mutagene der Benzofurandioxetane 3. Da die nucle-
ophile Addition von Methanol an das Dioxetan 3a der
Sdurekatalyse bedarf und, verglichen mit der an Epoxid 2a,
relativ langsam verlduft (Schema 1), ist es unwahrscheinlich,
daB die Dioxetane 3 selbst DNA alkylieren. Die Moglich-
keit, die Dioxetane 3 in situ mit Sulfiden effizient zu entspre-
chenden Epoxiden 2 zu desoxygenieren, erdffnet jedoch ei-
nen plausiblen, chemischen Zugang zu reaktiven Epoxiden.
So konnte auch in einem Modellexperiment gezeigt werden,
daB mit einer wiBrigen Losung von L-Methionin, einer es-
sentiellen Aminoséure, eine quantitative Desoxygenierung
des Dioxetans 3a zum Epoxid 2a bei ca. 0°C erreicht wird;
dies konnte durch Isolierung des Hydrolyseprodukts 2,3-
Dihydro-2,3-dimethylbenzo[b])furan-2,3-diol"'® in einer
Ausbeute von 90% bestitigt werden. Demzufolge sind der-
artige Desoxygenierungen von Dioxetanen in Epoxide mit
biologisch relevanten Sulfiden auch in zelluldren Systemen
vorstellbar.

Die SchluBfolgerung, daB auch Dioxetane als Vorstufen
fiir mutagene Epoxide zu betrachten sind, ist sicherlich eine
provokative Hypothese, die in der Mutageneseforschung bis
jetzt noch nicht in Betracht gezogen wurde. Diese Behaup-
tung stiitzt sich jedoch auf mehrere Fakten: die duBerst labi-
len Benzofuranepoxide 2 konnten erstmals isoliert und cha-
rakterisiert werden; die Benzofurandioxetane 3 wurden mit
Sulfiden quantitativ zu den Epoxiden 2 desoxygeniert;
schlieBlich wurde fiir beide Verbindungsklassen qualitativ
dhnliche mutagene Aktivitat in Salmonella typhimurium
Stamm TA100 nachgewiesen. Wir vermuten, da8 diesem
neuartigen Mechanismus allgemeine Bedeutung zukommt,
indem auch polycyclische Arene, wie Benz[a]pyren, oder po-
lycyclische Heteroarene wie Furocumarine, iiber Dioxetan-
Zwischenstufen zu reaktiven Epoxiden oxygeniert werden.
So wurden auch schon Dioxetane mit der Mutagenitit von
Benz[a]pyren in Zusammenhang gebracht!’*-® aber die
Maglichkeit, Dioxetane als Vorstufen der entsprechenden
Epoxide zu betrachten, analog der Sequenz 1 —+ 3 — 2 (Sche-
ma 1), wurde bisher nicht berlicksichtigt.

Eingegangen am 8. Oktober 1990 [Z 4233]
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Das Diels-Alder-Dimer von 6-Hydroxy-
2,6-dimethylcyclohexa-2,4-dienon,

ein ungewohnlicher Metabolit beim bakteriellen
Abbau von 2,6-Xylenol **

Von Helmut Kneifel, Carmen Poszich-Buscher,
Susanne Rittich und Eberhard Breitmaier *

Die Wege des mikrobiellen Abbaus der meisten Phenole,
die z. B. in den mit Altlasten verseuchten Boden ehemaliger
Kokereien vorkommmen, sind gut bekannt!*). Lediglich 2,6-
Xylenol 1 galt lange als biologisch nicht abbaubar; erst 1987
wurde ein moglicher Abbauweg vorgeschlagen(?-3). Die Be-
sonderheit von 1 im Vergleich zu anderen Phenolen ist, daB
seine beiden zur OH-Gruppe ortho-stindigen Methyl-Grup-
pen die ortho-Hydroxylierung des aromatischen Rings blok-
kieren.

CH
HO

H,C

Ein volliger Abbau von 2,6-Xylenol 1 iiber eine Hydroxy-
lierung in 3- oder 4-Stellung mit nachfolgender Ringspaltung
gelingt mit einer Mischkultur, die neben Pseudomonaden
weitere noch nicht abschlieBend identifizierte Bakterien ent-
hilt. Vermehrt man jedoch diese Mischkultur iiber einen
laingeren Zeitraum auf einem Mischsubstrat aus Kresol-Iso-
meren und Phenol und setzt wihrend der logarithmischen
Wachstumsphase bei hoher Biomasse-Konzentration 1 als
alleinige C- und Energiequelle zu, so reichert sich im Kultur-
medium neben den Oxidationsprodukten 2,6-Dimethylhy-
drochinon, 2,6-Dimethyl-1,4-benzochinon und 2-Hydroxy-
3,5-dimethyl-1,4-benzochinon ein neues Stoffwechselpro-
dukt an. Dieser dead-end-Metabolit 148t sich mit Essigsdu-
reethylester extrahieren und durch priparative reversed-
phase HPLC reinigen (Kapazititsfaktor k' = 2.8 beit HPLC
an ODS-1 mit Acetonitril/0.1 proz. widBriger Phosphorsidure
35/65 als Elutionsmittel). Das Produkt absorbiert stark im
UV (4,,, =242, 308 nm, lg ¢, = 3.84, 2.38); das GC-MS-
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Spektrum des Trimethylsilyl-Derivates zeigt Peaks bei m/z
210 (M®), 195, 180, 167, 75 und 73(100%).

Die Strukturaufklirung gelang mit 2 mg Substanz durch
'H- und !3C-NMR-Methoden. Das ‘3C-NMR-Spektrum
des Metaboliten zeigt 16 Signale, obwohl aus dem Massen-
spektrum des Trimethylsilyl-Derivates CgH,,0, als Meta-
bolit-Summenformel folgte. Aus H,H-COSY-, C,H-COSY-
und C,H-COLOC-Experimenten konnen die Teilstrukturen
2 und 3 abgelesen werden (6(*H) kursiv, §('3C) steil in den
Formeln).

Die Verkniipfung der Fragmente 2 und 3 ist auf zwei Arten
moglich; verwirklicht ist die Konstitution 4, wie aus den

1.28 6.2
CH, H
o CH,
H, o
OH
OH CH,
4

NOE-Differenzspektren folgt, die einen starken NOE zwi-
schen den Methyl-Protonen von 2 bei § = 1.28 und dem
Alken-Proton von 3 bei 6 = 6.28 zeigen (Schema 1).

133.1
1577 %
CH

31.28 Hé. 28

31.7CHg1.26

Schema 1. NMR-spektroskopische Charakterisierung des 2,6-Xylenol-Oxida-
tionsprodukts 4. Die Pfeile verkniipfen die H-Atome, zwischen denen ein NOE
auftritt.

Aus einem NOE zwischen dem Alken-Proton von 2 bei
é = 6.22 und den Methyl-Protonen von 2 bei = 1.17 ergibt
sich als relative Konfiguration der zugehorigen Methyl-
Gruppe exo. Die exo-Verkniipfung der Sechsringe folgt vor
allem aus dem NOE zwischen den Methyl-Protonen von 3
bei 6 =1.26 und dem Briickenkopf-Proton von 3 bei
& = 3.22 sowie dem Fehlen von Effekten zwischen den Alke-
nyl-Protonenpaar mit 6 = 5.44/6.22 (2) und dem Briicken-
kopf-Protonenpaar mit § = 2.85/3.22 (3). Auch die zu der in
Schema 1 gezeigten Struktur spiegelbildliche Struktur wire
moglich, da NMR-spektroskopisch Enantiomere in der Re-
gel nicht unterschieden werden. DaB im Massenspektrum
kein 4 entsprechender Peak auftritt, ist durch die Retro-
Diels-Alder-Reaktion von 4 in der GC-MS-Apparatur zu
erkldren.
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