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N-Hydroxypyridinthione als photochemische
Hydroxylradikalquellen zur oxidativen
DNA-Schidigung**
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Seit ca. fiinf Jahren ist bekannt, da N-Hydroxypyridin-2-
thion 1 bei Bestrahlung mit sichtbarem Licht Hydroxylradikale
freisetzt'" und daB diese Photoreaktion auch in wiBriger Puf-
ferldsung stattfindet!?). Das Thion 1 wird als antibakterieller
und fungizider Wirkstoff vielfaltig verwendet. Dariiber hinaus
ist es in vitro gegeniiber Leukdmiezellen cytotoxisch und daher
ein potentielles Cytostaticum™!, Vermutlich ist die biologische
Wirkung dieses Reagens auf die photochemische Bildung von
Hydroxylradikalen zuriickzufithren. Kirzlich wurde die Gen-
toxizitit von N-Hydroxypyridinthionen in Zellen untersucht!*!,
Die vorldufigen Untersuchungen ergaben, daB diese Reagentien
in Mauszellen und in Fibroblasten des Chinesischen Hamsters
nur unter Bestrahlung gentoxisch sind!,

Unter den reaktiven Sauerstoffspezies sind Hydroxylradikale
von besonderer Bedeutung fiir die oxidative Schidigung von
Biomolekillen (DNA, Proteine und Lipide) in Zellen™!. Da die
herkémmlichen Methoden zur Bildung von Hydroxylradikalen
fiir biochemische Untersuchungen nur bedingt geeignet sind!®!,
wurden in den vergangenen Jahren neuartige, photochemische

Hydroxylradikalquellen, Pho-
s to-Fenton-Reagentien, entwik-

N (“j kelt!”). Im Rahmen diesbeziigli-
Q | cher  Untersuchungen  zur

N“S N Gentoxizitit haben wir die

OH OH Thione 1 und 2 getestet und da-
bei festgestellt, daB3 sie die zell-
freie DNA deutlich schidigen
konnen.

Die fiir Hydroxylradikale charakteristischen Schadensmuster
— es kommt hauptséchlich zur Oxidation von DNA-Basen (be-
sonders Guanin) und zu Strangbriichen — sind in Ab-
bildung 1 dargestellt. Analog dem 2-Thiopyridon 1, das als pho-

1 2
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Abb. 1. DNA-Schadensprofile nach Behandlung von PM2-DNA mit a) ionisieren-
der y-Strahtung, b) Licht und 1 (1 mM) sowie ¢) Licht und 2 (30 um). Die Balken
geben jeweils die Zahln der DNA-Schiiden (Reparatur-Endonuclease-sensitive Mo-
difikationen sowie Einzelstrangbriiche) pro 10000 Basenpaare an[17].
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tochemische Hydroxyiradikalquelle etabliert ist!!* 2, werden
auch aus dem 4-Thiopyridon 2 durch Photolyse Hydroxylradi-
kale effizient freigesetzt. Wir berichten hier iiber unsere bisheri-
gen Ergebnisse.

Die Bestrahlung der N-Hydroxyverbindung 2 (60.0 mg,
470 mmol) bei 350 nm (Rayonet-Photoreaktor) in Wasser
(10 mL)/Acetonitril (3 mL}) lieferte nach sdulenchromatographi-
scher Trennung die Photolyseprodukte 2a—cin 17, 32 bzw. 42 %

2 hv (350 nm)
HZO,
25°C,3h
2a 2b 2¢

Ausbeute. Weitere Produkte, z. B. solche, die durch den Einbau
von Acetonitrilradikalen (moglicherweise gebildet durch Reak-
tion von Hydroxylradikalen mit Acetonitril!®!) entstehen kénn-
ten, wurden nicht festgestellt. Die Bildung der Photolysepro-
dukte 146t sich anhand des fiir die Photolyse von 1 postulierten
Mechanismus!!! erkldren. Danach entstehen die Photolysepro-
dukte nicht nur durch die Spaltung der N-O-Bindung, sondern
auch in einer radikalischen Kettenreaktion durch H-Abstrak-
tion am Thiol-Tautomer des Edukts. An diesem Schritt kénnten
sicherlich auch Acetonitrilradikale beteiligt sein.

Folgende Ergebnisse belegen die Bildung von Hydroxylradi-
kalen in der Photolyse von 2. Sowohl nach der Photolyse
(2 =350 nm) von 1! als auch nach der von 2 (40 pmol) in
entgastem und wasserfreiem Acetonitril (4 mL)/Benzol (5 mL)
unter Schutzgas (N,) wurde Phenol im Produktgemisch gas-
chromatographisch detektiert™® (5.1 bzw. 9.5%, bezogen auf
die Menge an eingesetzter N-Hydroxyverbindung). In sauer-
stoffgeséttigter Losung wurde jeweils ca. die fiinffache Menge
an Phenol erhalten. Die niedrigen Ausbeuten an Phenol bei
rigorosem SauerstoffausschluB erkldren sich dadurch, daB nur
ein geringer Teil der aus Benzol primdr gebildeten Hydroxycy-
clohexadienylradikale zu Phenol reagiert, der groBere Teil
reagiert zu dimeren Produkten!!!].

Zum Nachweis der Bildung von Hydroxyiradikalen in wiBri-
ger Losung wurden 15! sowie 2 (5.40 mg, 42.5 pmol) jeweils in
wiBriger Benzoesdurelosung (51.2 mg (419 pmol) Sidure in
20 mL Wasser) bestrahlt und die Reaktionsprodukte durch
HPLC quantifiziert. Es wurden in beiden Féllen 2-, 3- und 4-
Hydroxybenzoesiure in Gesamtausbeuten von 6.2 bzw. 8.8 %
erhalten!?!,

Der direkte, qualitative Beweis fiir die Bildung von Hydroxyl-
radikalen in der Photolyse von 2 wurde ESR-spektroskopisch
durch Spinabfangexperimente mit 5,5-Dimethyl-1-pyrrolin-N-
oxid (DMPO) in Wasser erbracht. Man erhielt das fiir das Hy-
droxylradikaladdukt charakteristische Quartett!*3- !4 (g, =
ay =14.8 G, g = 2.0054). Der Abfang von Thiylradikalen!*®
wurde unter den gewihlten Reaktionsbedingungen nicht festge-
stellt. Uber die ESR-spektroskopische Untersuchung der Pho-
tolyse von 1 wurde bereits ausfiihrlich berichtet!'*- ). Unsere
Befunde stimmen mit den beschriebenen iiberein. N-Hydroxy-
pyridin-4-thion 2 ist nach diesen Ergebnissen also ebenso wie
das bekannte 2-Thion 1 eine photochemische Hydroxylradikal-
quelle.

Als Indikator fiir die oxidative DNA-Schidigung wurde die
Bildung von 7,8-Dihydro-8-oxoguanin (8-OxoGua) 3 bei der
UVA-Bestrahlung (1 = 350 nm) von isolierter DNA in Gegen-
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Tabelle {. Photoinduzierte Bildung von 8-OxoGua 3 aus Kalbsthymus-DNA durch
die N-Hydroxypyridinthione 1 und 2 mit und ohne Zusatz eines Hydroxylradikal-
fangers[a].

Nr. Thion[b]  BuOH Mannit t{minj[c] Ausb. (3)
[Vol.- %] [mMm] [%]11d]

1 1 - - 20.0 0.19+0.03
2 1 2.00 - 20.0 0.11+0.03
3 1 - 40.0 20.0 0.13+0.02
4 1 - - 60.0 0.46 +0.06
5 2 - - 20.0 0.42+0.09
6 2 2.00 - 20.0 0.26+0.02
7 2 - 40.0 20.0 0.161+0.06

[a] 200 uL. DNA-L&sung in 5 mM Phosphatpuffer (pH =7.0) wurden mit der ange-
gebenen Menge an N-Hydroxypyridinthion versetzt und bei 6°C bestrahlt
(¢ = Bestrahlungsdauer). (b] Die Thionkonzentration betrug 62.5 uM, das ent-
spricht 1 Aquiv., bezogen auf die Guanin-Konzentration in der DNA-Losung.
[c} Bestrahiung bei A =350nm im Rayonet-Photoreaktor. [d] Quantifizierung
durch HPLC (elektrochemische Detektion bei 350 mV); die Ausbeute — bezogen auf
Guanin (nach Abzug des Blindwertes) — entspricht der auf N-Hydroxypyridinthion
(1 Aquiv.) bezogenen Ausbeute.

wart der Thione 1 oder 2 untersucht. Dazu wurden Lésungen
von Kalbsthymus-DNA (0.1 pgpl.~ ') zusammen mit 1 oder 2
in 5 mM Phosphatpuffer (400 pL, pH =7.0) bei 6 °C 20—60 min
bestrahlt. Danach wurde die modifizierte DNA gefillt und an-
schlieBend mit HF/Pyridin hydrolysiert. Die Ergebnisse der
HPLC-Analyse (elektrochemische Detektion bei 350 mV) sind
in Tabelle 1 zusammengestellt. Mit 2 wurde nach 20 min mehr
8-OxoGua 3 gebildet als mit 1. Der Zusatz
o} von 2 Vol.-% tert-Butylalkohol, einem
Hydroxylradikalfinger!*, fiihrte sowohl
mit 1 als auch mit 2 zu einer signifikanten
Abnahme (ca. 40%) der Ausbeuten an 3
(Tabelle 1, Eintrag 2 bzw. 6). Auch durch
Zugabe von 40 mM Mannit, ebenfalls ein
Abfangreagens fiir Hydroxylradikale!?,
wurde die Ausbeute an 3 deutlich verringert (Tabelle 1, Ein-
trag 3 bzw. 7). DaB keine groBere Quenchwirkung eintritt, ist
moglicherweise auf die Assoziation der N-Hydroxypyridinthio-
ne mit DNA zuriickzufiihren.

Zusatzlich zu den Abfangexperimenten mit zerz-Butylalkohol
und Mannit wurden Kontrollreaktionen durchgefiihrt, die bele-
gen, daB Hydroxylradikale die oxidative DNA-Schidigung be-
wirken. Ohne Bestrahlung wurde mit 1 oder 2 kein 8-OxoGua 3
gebildet, und auch bei lingerer Belichtungsdauer nimmt die
Menge an 3 nicht zu, d. h. die aus den Thionen 1 und 2 gebilde-
ten Photolyseprodukte fithren nicht zu einer signifikanten
DNA-Oxidation.

Weitere Beweise, daBl Hydroxylradikale die schidigende Spe-
zies sind, wurden durch ein Relaxationsassay mit PM2-DNA in
Gegenwart von spezifischen Reparatur-Endonucleasen erhal-
ten!'”). Die Belichtung von superhelicaler PM2-DNA und 1
oder 2 fiihrte zu Strangbriichen, basenfreien Stellen (AP-Lisio-
nen2') und zahlreichen Basenoxidationsprodukten!'®l. Die
durch die Thione I und 2 bei Bestrahlung erhaltenen Schadens-
profile zeigen die fiir Hydroxylradikale, die durch y-Radiolyse
von Wasser gebildet wurden, typische Schadensverteilung
(Abb. 1). Das 4-Thion 2 ist hierbei deutlich reaktiver als das
2-Thion 1: Bei gleicher Belichtungszeit (10 min) erhilt man mit
2 bereits in einer Konzentration von 30 pM (Abb. 1c¢) etwa die
gleiche Zahl an Schiden wie mit 1 in einer Konzentration von
1 mMm (Abb. 1b).

Durch y-Strahlung gebildete Hydroxylradikale fiithren zu ei-
nem DNA-Schadensprofil (Abb. 1a), das sich von dem durch
Photosensibilisatoren hervorgerufenen unterscheidet!!7¢l. Diese
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schidigen DNA vorwiegend durch Typ-II-Photooxidation iiber
Singulettsauerstoff und Typ-I-Photooxidation durch Radikal-
und Elektronentransferreaktionen. Wihrend beispielsweise Sin-
gulettsauerstoff vorwiegend Fpg-sensitive!'®! Basenmodifika-
tionen verursacht, fithren Hydroxylradikale auch zu beacht-
lichen Mengen an Einzelstrangbriichen und AP-Lisio-
nen[17b, ¢, 20, 21].

Um auszuschlieBen, daB3 bei den Reaktionen mit 1 und 2
weitere reaktive Sauerstoffspezies beteiligt sind, wurden Sup-
eroxid-Dismutase und Katalase zugesetzt. Beide fiihren zu kei-
ner meBbaren Anderung; mit zert-Butylalkohol hingegen nimmt
sowohl die Zahl der Einzelstrangbriiche als auch die der Fpg-
sensitiven Modifikationen deutlich ab. Demzufolge sind weder
Superoxidanionen noch Wasserstoffperoxid beteiligt, sondern
allein Hydroxylradikale die schiddigende Spezies.

N-Hydroxypyridin-2-thion 1 und mehr noch das para-Regio-
isomer 2 sind also effiziente photochemische Quellen fiir Hy-
droxylradikale. Zum ersten Mal wurde ihre DNA-schidigende
Wirkung nachgewiesen. Wegen ihrer giinstigen Eigenschaften,
wie die gute Wasserloslichkeit, die leichte Zugénglichkeit und
die Absorption im sichtbaren Bereich des Lichts, eignen sie sich
vorziiglich fiir die Bildung von Hydroxylradikalen und zur Un-
tersuchung von biochemisch sowie biologisch wichtigen Reak-
tionen, an denen diese Radikale beteiligt sind. Von besonderer
Bedeutung ist die erwartete cytotoxische Wirkung der N-Hy-
droxypyridinthione 1 und 2 fiir die potentielle Nutzung dieser
und verwandter Verbindungen als Chemotherapeutica, bei der
Biomolekiile durch photochemisch gebildete reaktive Sauer-
stoffspezies gezielt oxidativ verdndert werden.

Eingegangen am 1. April,
verinderte Fassung am 13. Juli 1995 [Z7861]
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Mehrere enantiomerenangereicherte carbanionische Synthe-
sebausteine, deren metalltragendes C-Atom stereogen ist, konn-
ten in den vergangenen Jahren durch Deprotonierung gebildet
und durch Elektrophile stereospezifisch substituiert werden't.
Dabei wurden vier Methoden erfolgreich eingesetzt: 1) Die ste-
reospezifische Deprotonierung von chiralen Vorstufen unter
Bildung konfigurationsstabiler Ionenpaare!?!; 2) die asymmetri-
sche Deprotonierung von achiralen Vorstufen mit einer chiralen
Base unter Differenzierung zwischen enantiotopen Protonen!!;
3) die asymmetrische Deprotonierung unter kinetischer Race-
matspaltung™! sowie 4) die thermodynamisch kontrollierte
Gleichgewichtseinstellung zwischen diastereomeren, konfigura-
tionslabilen Ionenpaaren in Gegenwart eines durch einen chira-
{fen Liganden komplexierten Kations wie Li* -(—)-Spartein
(Li* - 2)"!, bei der hiufig das begiinstigte Diastereomer kristal-
lisiert!5* ®! (asymmetrische Umwandlung zweiter Ordnung!®7).
Von einem mit Li* -2 erhaltenen Allyllithium-Komplex liegt
eine Einkristall-Rontgenstrukturanalyse vorl”).

Alkalimetallindenide sind wichtige Zwischenstufen fiir den
Aufbau von chiralen Katalysatoren vom Metallocentyp!®.
Zwar weisen friihe Befunde darauf hin, daB die gegenseitige
Umwandlung von enantiomeren Indeniden mit chiralen Trial-
kylammonium-Gegenionen und die Protonierung der Anionen
mit dhnlich groBen Geschwindigkeiten verlaufen!® 1°1, doch
sind enantiomerenangereicherte Metallindenidderivate bislang
unbekannt. Im folgenden berichten wir itber die hoch stereo-
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selektive, stark 16sungsmittelabhdngige Bildung von Lithium-1-
alkylindeniden nach der unter 4. genannten Strategie sowie iiber
die Struktur und die stereospezifische Umsetzung dieser Verbin-
dungen mit Elektrophilen.

1-Methylinden 1a wurde mit #-Butyllithium/(—)-Spartein[*!!
(nBuLi/2) in Diethylether/Hexan bei —70°C deprotoniert.
Beim Erwirmen auf Raumtemperatur setzte Kristallisation ein,
und nach Zugabe von Sdurechloriden oder — in Gegenwart von
Tetra(isopropoxy)titan (TIPT) — Aldehyden sowie Ketonen er-
hielt man die 1-Substitutionsprodukte Sa—g und Si mit >95%
ee und deutlich bevorzugt (>97:3) gegeniiber den jeweiligen
3-Regioisomeren 6 (Schema 1, Tabelle 1). Die Produkte S5a-g

H*H

Schema 1. Synthese der funktionalisierten Indene 5 und 6 in Gegenwart des chira-
len Liganden (—)-Spartein 2 (R, El siche Tabelle 1).

und 5i sind (1R)-konfiguriert. Dies wurde durch eine Kristall-
strukturanalyse des aus dem Ester 5a erhaltenen (R)-1-Phenyi-
ethylamids!!? sowie durch chemische Korrelation der Verbin-
dungen 5i und 5m mit 5d bzw. 5a nachgewiesen!!3!. Wie 5a, 5i
und Sm weisen auch die iibrigen Verbindungen 5 hohe negative
spezifische Drehwerte [«],, auf, so dal} sie mit groBer Wahr-
scheinlichkeit der gleichen stereochemischen Reihe angehéren.
Die a-verzweigten Aldehyde 2-Methylpropanal und 2,2-Dime-
thylpropanal liefern dagegen iiberwiegend die regioisomeren
Addukte 6k bzw. 61, denen wir wegen der stark positiven Dreh-
werte die (1.5)-Konfiguration (am ehemaligen C3) zuschreiben.

Ausgehend von 1b, das wie 1a in Diethylether/Hexan depro-
toniert wurde, erhielten wir den Lithium/(— )-Spartein-1-Butyl-
indenid-Komplex 3b-Li-2, der laut Kristallstrukturanalyse
ebenfalls (1 R)-konfiguriert ist (Abb. 1)[**. Der Abstand C1-Lit1
ist mit 243.2 pm lénger als der Abstand C3-Li1 (233.4 pm); der
Abstand C2-Lil betrigt 229.9 pm. Zu den Atomen C4 und C9
des anellierten Benzolrings bildet Lil nur schwache Bindungen
(C4-Li1 251.0, C9-Li1 254.5 pm).

Die Umsetzung von 3b-Li-2 mit Benzoylchlorid fithrte zu
dem ebenfalls stark linksdrehenden 1-Addukt 5g (Schema 1,
Tabelle 1). Daraus folgt, daB die Lithiumindenid-Komplexe 3a-
Li-2 und 3b-Li-2 im Kristall (1R)-konfiguriert sind und mit
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