
Wir haben den Rezeptor 1 so weiterentwickelt, daR er 
auch Dinucleotide binden kann [I5]. Molekiile wie 1 sollten 
auch den Transport von Nucleotiden durch Membranen er- 
moglichen 61. 
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M) keine Tendenz zur Aggregation. 

Biidung eines toxischen Dimerisierungsproduktes 
aus 3,4-Dichloranilin durch Lignin-Peroxidase von 
Phanevochaete chvysosporium * * 
Von Dietmar Helmut Pieper, Reinhard Winkler 
und Heinrich Sandermann, Jr." 

Vor nunmehr sechs Jahren wurde entdeckt, daB der auf 
den Ligninabbau spezialisierte WeiBfauIepilz, Phanerochaete 
chrysosporium, die ungewohnliche Fahigkeit hat, freie chlo- 
rierte Kohlenwasserstoffe und freie sowie Lignin-gebundene 
chlorierte Aniline zu metabolisieren und zum Teil in be- 
trachtlichem MaBe (bis zu CO,) abzubauen"]. Seither be- 
schaftigt sich eine Reihe von Arbeitsgruppen mit dem mog- 
lichen Einsatz des Pilzes zur biologischen Dekontarninie- 
rung"]. Haufig vermutet man, daB extrazellulare Lignin- 
Peroxidasen (Ligninase) am Abbdu von Fremdstoffen betei- 
ligt sind. Hierfur ergaben sich im Fall von Benzo[a]pyren 
und von chlorierten Phenolen experimentelle Hinweisef3], 
nicht aber im Fall der Mineralisierung von DDT (l,l ,l- 
Trichlor-2,2-bis(4-chlorphenyl)ethan) oder von chlorierten 
A~~ilinen[~].  Wir haben jetzt als Erganzung unserer friiheren 
in-vivo-Untersuchungeni1b3 51 den Umsatz von 3,4-Dichlor- 
anilin 1 durch die Lignin-Peroxidase von P. chrysosporium 
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gepriift. Dabei bildete sich die dem 2,3,7,8-Tetrachlor-p- 
dibenzodioxin in Struktur und Toxizitat vergleichbare Ver- 
bindung 3,4,3',4'-Tetrachlorazobenzol 3[61. 
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Schema 1. Umwandlung von 3,4-Dichloranilin 1 zum toxischen 3,4,3',4'- 
Tetrachlorazobenzol 3 sowie 2.3',4-Trichlor-4-hydroxydiphenylamin 5. 
a) Ligninase, b) Saurekatalyse, c) Ascorbinsaure. 

Ein Lignin-Peroxidase-Praparat wurde aus dem Kultur- 
iiberstand von unter kohlenstofflimitierten Bedingungen 
wachsendem Mycel voti P. chry~ospor iurn~~~ gewonnen und 
durch Ultrafiltration und mehrmaliges Waschen rnit Tartrdt- 
puffer von Begleitkomponenten des Nahrmediums gerei- 
nigtc']. Die Umsatzgeschwindigkeit von 1 durch dieses Roh- 
praparat betrug in Tartratpuffer (50 mM, pH 3.2) ca. 30 % 
derjenigen des Standardsubstrates Veratrylalkohol[sl. 

Die nach vollstandigem Umsatz von 1 (1 mL einer 100 mM 
Losung nach 20 min Inkubation mit 0.02 U Lignin-Peroxi- 
dase) gebildeten Produkte wurden zunachst einer Umkehr- 
phasen-HPLC-Analyse mit Gradientenelution auf einer ana- 
lytischen Saule unterzogen. Zur Vermeidung von Artepdkten 
wurden die Proben direkt inji~iert '~]. Die Analyse zeigte, daD 
sich verschiedene unpolare Produkte bildeten (Nettoreten- 
tionsvolumen von 1: 2.9 mL; Nettoretentionsvolumina der 
Produkte > 6 mL), ein Hinweis auf Oligomerisierungsreak- 
tionen. Um die Reaktion durch Radioaktivitatsdetektion 
quantifizieren zu konnen, wurde ['4C]-3,4-Dichloranilin als 
Ausgangsverbindung eingesetzt. Bei der HPLC-Trennung 
wurde zuerst 1 eluiert. Etwa 95 % der eingesetzten Radioak- 
tivitat wurde in den folgenden Eluaten gefunden, und zwar 
60 % beim Hauptprodukt 2 (Nettoretentionsvolumen, 
7.6 mL) und 15 % beim Produkt 3 (Nettoretentionsvolu- 
men? 14.3 mL). Polare Produkte entstanden, im Gegensatz 
zu in-vitro-Untersuchungen an Benzo[a]pyren und chlorsub- 
stituierten Phen~ len [~] ,  nicht. 

Der Umsatz von 1 in praparativem MaDstab (1 mmol) 
erfolgte trotz der sehr geringen Pufferkapazitat in Phosphat- 
puffer (500 mM, pH 3.2), um eine Uberladung der praparati- 
ven HPLC-Saule durch extrahierbaren Tartratpuffer zu ver- 
meiden. Hierzu wurde 1 L einer 1 mM Losung von 1 mit 
Lignin-Peroxidase entsprechend einer Gesamtaktivitat von 
18 U, bezogen auf den Umsatz von Veratrylalkohol, ver- 
setzt, und die Reaktion durch Zugabe von H,O, in Konzen- 
trationsschritten von jeweils 40 p~ gestartet. Nach vollstan- 
digem Umsatz von 1 wurde das Reaktionsgemisch mit 
Ethylacetat extrahiert und das eingeengte Extrakt nach Lo- 
sen in Acetonitril zur Reinigung von 2 und 3 einer praparati- 
ven HPLC-Trennung"'] unterzogen. Hierdurch konnten 2 
und 3 gereinigt werden. 
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3 wurde rnit UVjVIS- und 'H-NMR-Spektroskopie ein- 
deutig als 3,4,3',4'-Tetrachlorazobenzol identifiziert [' 'I. 2 er- 
wies sich als relativ instabil. Durch Saurekatalyse (Zugabe 
von HCI zu einer Endkonzentration von 0.5 M) erfolgte eine 
rasche Spaltung von 2 in 1 und 2-Chlor-p-benzochinon 4. 

Die Zugabe von Ascorbinsaure zu 2 bewirkte eine quanti- 
tative Umwandlung zu 5 (Nettoretentionsvolumen unter 
analytischen HPLC-Beding~ngen[~], 6.6 mL); diese Um- 
wandlung zu 5 konnte auch als spontane Reaktion nachge- 
wiesen werden. Massenspektrum und hochauflosendes Mas- 
senspektrum der durch praparative HPLC gereinigten 
Verbindung 5 belegen die Summenforinel C,,H,0C13N[' zl. 
Das 'H-NMR-Spektrum deutet darauf hin, daB 5 die bisher 
in der Literatur nicht beschriebene Verbindung 2,3',4'-Tri- 
chlor-4-hydroxydiphenylamin ist['31. Die toxikologischen 
Eigenschaften sind unbekannt. 

Die zur Bildung von 5 fuhrenden Reaktionsschritte lassen 
sich aus literaturbekannten Synthesen ableiten. Die aus 1 
durch Lignin-Peroxidase gebildeten Radikale sollten iiber 
eine N-para-Kopplung zu N-(3',4'-Dichlorp henyl)-p-2-chlor- 
benzochinondiimin abreagieren. Ein analoges Dimer wurde 
als Metabolit einer durch Peroxidase katalysierten Um- 
wandlung von 4-Chloranilin schon bes~hrieben['~]. Durch 
spontane Hydrolyse wurde dort das korrespondierende Chi- 
nonimin gebildet. 

DaB Verbindung 2 zur Substanzklasse der Chinonmono- 
imine gehort, zeigt der spontane Zerfall zu 1 und 4 unter 
SiiureeinfluB['sl. Die Reduktion von 2 durch Ascorbinsaure 
fuhrte folgerichtig zur Bildung von 5 (siehe Schema 1). 

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, daB die enzymatische 
Aktivitat der Lignin-Peroxidase gegeniiber 1 mit guter Aus- 
beute zur Bildung der hochtoxischen Verbindung 3 fuhrt. 
Ausbeuten zwischen 10 und 15 % an 3 wurden bei verschie- 
denen pH-Werten (2.5-4.5), Konzentrationen von 1 (10- 
200 PM) und Puffersystemen (Tartrat-, Dimethylsuccinat- 
und Citratpuffer) erreicht. Die Bildung von 3 aus 1 wurde 
rnit Peroxidase-Praparaten schon friiher qualitativ nachge- 
wiesen1'61. Auch die Synthese von chlorierten Dibenzodioxi- 
nen und Dibenzofuranen aus Chlorphenolen wurde durch 
Peroxidasen in geringer Ausbeute katalysiertcl7l. 

In friiheren Untersuchungen[' b,  51 war unter den gewahl- 
ten Kulturbedingungen die Bildung von 3 aus 1 in vivo nicht 
nachweisbar. Dies resultiert aus einer inzwischen nachgewie- 
senen, schnellen Konjugatbildung, die 1 dem Umsatz durch 
Lignin-Peroxidase weitgehend entzieht. Das gleichzeitige 
Vorhandensein toxifizierender und detoxifizierender Kon- 
kurrenzreaktionen erfordert eine genaue Kontrolle der 
Reaktionsbedingungen bei biotechnologischen Anwendun- 
gen des WeiBfaulepilzes. 

Eingegangen am 7. August 1991 [Z 48571 

CAS-Registry-Nummern: 
1. 95-76-1; 3. 14047-09-7; 4, 695-99-8; Lignin-Peroxidase, 42613-30-9. 

[l] a) J. A. Bumpus, M. Tien, D. Wright, S. D. Aust, Science 1985,228, 1434- 
1436; D. C.Eaton, Enzyme Microh. Technol. 1985, 7,  194-196; b) 
M. Arjmand, H. Sandermann, Jr.,  J.  Agric. Food Chem. 1985, 33, 1055- 
1060. 

[2] J. A. Bumpus, Appl. Environ. Miwohiol. 1989, 56, 154-158: R. T. Lamar, 
M. J. Larsen, T. K. Kirk, ihid. 1990, 56, 3519-3526. 

[3] S. D. Haemmerli, M. S. A. Leisola, D. Sanglard, A. Fiechter, J .  Biol. 
Chem. 1986, 261, 6900-6903; K. E. Hammel, P. J. Tardone, Biochemistry 
1988, 27, 6563-6568; K. Valli. M. H. Gold, J .  Bacteviol. 1991, 173, 345- 
352. 

[4] a) A. Kohler, A. Jager, H. Willershausen, H. Graf, Appl. Microhiol. Bio- 
techno/. 1988, 29, 618-620; b) R. Winkler, H. Sandermann, Int. Congr. 
Pestic. Chetn. 7th 1990, Abstract Nr. 06C-03. 

[5] M. Arjmand, H. Sandermann, Z.  Naturfosch. C 1986, 41, 206-214. 
[6] A. Poland, J. C .  Knutson, Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 1982, 22, 517- 

554; J. V. Pothuluri, J. A. Hinson, C. E. Cerniglia, J: Environ. Qual. 1991, 
20. 330-347. 

171 Die Anzucht in kohlenstofflimitierten agitierten Kulturen erfolgte nach 
A. Jaeger, S. Croan, T. K. Kirk, Appl. Environ. Microbiol. 1985, SO, 1274- 
1278. 

[8] Enzymisolierung und Enzymtests mit Veratrylalkohol als Testsubstrat 
wurden wie in [4a] oder wie von M. Tien, T. K.  Kirk, Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 1984,81,2280-2284 beschrieben durchgefuhrt. Zur Bestimmung der 
Umsatzgeschwindigkeit von 1 wurden 1 mL einer 50-200 p~ Losung mit 
5 x 10-3-2 x lo-' U Ligninase und 40 p~ H,O, versetzt und der Sub- 
stratumsatz mit Umkehrphasen-HPLC auf einer analytischen Siule (Lich- 
rosphere RP8.5 pm, 4 x 125 mm, UV-Detektion bei 210 nm) verfolgt. Bei 
isokratischer Elution mit saurem (0.1 % Phosphorsiure) warigem Aceto- 
nitril (54 %) betrug das Nettoretentionsvolumen 2.9 mL. 

[9] Trennsiule Lichrosphere RP8, 5 pm, 4 x 125 mm. UV-Detektion bei 210 
und 254 nm. Die Elution (FluDrate 1 mL pro min) erfolgte mit saurem 
(0.1 *A Phorphorsbure) wiRrigem FlieRmittel zunachst iiber 3 Minuten 
isokratisch (54 % Acetonitril) mit anschlieBendem linearen Gradienten 
iiber 7 min auf 90 % Acetonitril und folgender isokratischer Elution mit 
90 % Acetonitril. 

[lo] Trennsaule Lichrosphere 'RP8, 5 pm, 16 x 250 mm, UV-Detektion bei 
340 nm. Eluent: mit Phosphorsiure (0.1 YO) angesluertes waDriges FlieU- 
mittel, hearer  Gradient uber 5 min von 45 auf 5 5  % Acetonitril mit fol- 
gendem Gradienten iiber 10 min von 55 auf90 % Acetonitril und anschlie- 
Dender isokratischer Elution rnit 90 % Acetonitril; Flufirate, 7 mL pro 
min. 

[ I l l  UV/VIS (Methanol): d,,, [nm] (log 6) = 239 (4.28), 330 (4.36). vergleiche 
H. A. B. Linke, D. Pramer, 2. Nafurforschung. B 1969, 24, 997-999. 'H- 
NMR ([DJAceton): 6 =7.97 (dd, 2H, J =  2.2, 8.6Hz), 8.12 (d, 2H, 
J = 2 . 2 H z ) ,  18 .85 (d ,2H,J=8 .6Hz)s i eheauchM.T .S .Hs ia ,C .F ,  
Burant, J .  Assoc. Ofl. Anal. Chem. 1979, 62, 746-750. Diese Daten spre- 
chen fur die Ubereinstimmung mit dem trans-Isomer. 

[I21 Hochauflosende MS: m/z 286.9675 (berechnet fur 12C,,'H35C1'4N'hO: 8 3  

m/r 286,9671) MS (70eV): m / z  (%) 294 (2), 293 (71,292 (18), 291 (38). 290 
(53) ,  289 (100). 288 (59), 287 (96), 255 (l), 254 (2). 253 (5). 252 (4), 251 (6), 
220 (15), 219 (33), 218 (46), 217 (75). 

[13] 'H-NMR ([DJAceton): b = 6.76 (dd, 1 H, J = 2.7, 8.8 Hz). 6.86 (dd, 1 H, 
/=2.7,8.XHz),6.90(d, lH,J=2.7Hz),7.00(d,IH,  J=2 .7Hz) ,7 .25  
(d, 1 H, J = 8.6 Hz), 7.30 (d, 1 H, J = 8.6 Hz); UVjVIS (Methanol): I.,,, 
[nm] (log E )  = 212 (4.82), 281 (4.52), 493 (1.90). 

[14] K. E. Simmons, R. D. Minard, A. J. Freyer, J.-M. Bollag, Inr. J .  Environ. 
Anal. Chem. 1986, 26, 209-227; K.  E. Simmons, R. D. Minard, J.- 
M. Bollag, Environ. Sci. Techno/. 1987, 21, 999-1003. 

[is] B. C. Saunders, A. G. Holmes-Siedle, B. P. Stark, Peroxidase, Butter- 
worth, Washington D. C.. 1964, S. 14. 

[16] H. B. Lieb, C. C. Still, Pla$ Physiol. 1969,44, 1672-1673; L. M. Borde- 
leau, R. Bartha, Can. J .  Microbiol. 1972, 18, 1873-1882. 

[I71 A. Svenson, L.-O. KjeHer, C. Rappe, Environ. Sci. Techno!. 1989,23,900- 
902; L. G. Oberg, B. Glas, S. E. Swanson, C. Rappe, K. G. Paul, Arch. 
Environ. Contam. Toxico/. 1990, 19, 930-938: H.-C. Wagner, K.-W. 
Schramm, 0 .  Hutzinger, Z .  Umwettchem. Okotoxicol. 1990, 2, 63-65. 

Unerwartete oxidative Ringoffnung eines 
(Octadehydrocorrinato)nickel(n)-Salzes 
zu einem Chlorophin-Derivat ** 
Von Chi K. Chang*, Weishih Wu, Shuenn-Shing Chern 
und Shie-Ming Peng* 

Vor kurzem wurde gezeigt, daB in d-Typ-Cytochromen vic- 
Dihydroxychlorin oder dessen Lacton als Ham-prosthetische 
Gruppe vorhanden ist['I. Die Diolstruktur laBt vermuten, dal3 
diese griinen Ham-Verbindungen biosynthetisch durch Ep- 
oxidierung der P-P-Doppelbindung des Porphyrins entstehen. 
Bei der Suche nach einem solchen Epoxychlorin untersuch- 
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