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'H- and '3C-NMR-Conforrnational Analysis and Minimal-Potential-Energy Calculations with Deoxyguanosine, Guanosine 
and 5'-Guanosinemonophosphate Adducts of the Borderline Carcinogen 4-Methylaniline 

The conformations of the C-8-nucleobase adducts of the bor- (ca. 70%). All adducts show a preference for the C-2'-endo 
derline carcinogen 4-methylaniline ( p-toluidine) N-(deoxy- conformation of the (deoxy)ribose puckering. A comparison of 
guanosine-8-yl)-4-methylaniline (lo), N-(guanosine-8-~1)-4- the conformational data of monocyclic arylamine adducts 10, 
methylaniline (ll), and 8-(4-methylanilino)-5'-guanosinemo- 11, and 12 with the conformations of DNA- or oligonucleotide- 
nophosphate (12) have been investigated by 'H-, 13C-NMR bonded 2-[(deoxyguanosine-8-yl)amino]fluorene (6) shows, 
spectroscopy and "minimal-potential-energy'' calculations. As that the conformational situations in the case of the borderline 
far as the glycosidic bond is concerned, the 'H- and 13C-NMR carcinogen p-toluidine are similiar to that of the strong hepa- 
data show in agreement with the calculations that the nucle- tocarcinogen 2-aminofluoren (4b). The reasons for the different 
oside adducts 10, 11 exist preferentially in the anti confor- cancer-inducing potentials of borderline carcinogens like 
mation while the 5'-phosphorylated nucleotide adduct 12 p-toluidine and strong carcinogens like 2-aminofluorene thus 
exists in the syn conformation. Different conformations are seems not to be connected with the conformational changes 
also observed around the backbone C-4' - C-5' bond. While of the DNA double helix caused by adduct formation but 
the nucleoside adducts 10, 11 show a strong preference for the rather with the in vivo metabolization to give the ultimate 
gQUChe-gQUChe conformation (ca. go%), nucleotide adduct 12 carcinogen. 
exists mainly in the gauche-transltrans-gauche conformation 

Die konformative Veranderung der DNA durch Adduktbildung 
mit reaktiven (ultimaten) Metaboliten chemischer Carcinogene wird 
als entscheidender Faktor fur die biologischen Konsequenzen an- 
gesehen. Zur Gruppe der chemischen Carcinogene gehoren die aro- 
matischen Amine 1, die in vivo durch N-Oxidation in N- 
Arylhydroxylamine 2 und anschlieOende Veresterung in ,,ultimate 
Carcinogene" 3 (OX = Sulfat, Acetat, a-Aminoacylat, Glucuronat) 
iibergefiihrt werden 2,3). Verbindungen des Typs 3 reagieren dann in 
einer elektrophilen Aminierungs-Reaktion im wesentlichen mit der 
Nucleobase Guanosin zu Addukten 3*4). 

in-vivc-Meta- 
Oxidation ,H bolisierung 

Ar-NH, - Ar-N, 

'OH Veresterung 
1 2 

yH DNA 

\ 
Ar-N - F l  

ox 
3 

Die Veriinderung der DNA-Struktur durch Amin-Adduktbil- 
dung wurde in fruheren Arbeiten zunachst nur an N-acetylierten 
Addukten des Typs 5 untersucht'). So verursacht die Modifizierung 
durch 5 eine Erniedrigung des T,-Wertes der DNA6) sowie eine 
erhohte Empfindlichkeit der DNA gegeniiber der Formaldehyd- 

induzierten Entwindung des Stranges 'I. Andere Autoren berichteten 
uber einen Wechsel vom B-DNA- zum Z-DNA-Typ'). 

Bei neueren in-vivo- und in-vitro-Untersuchungen zur Addukt- 
bildung des starken Carcinogens 2-Acetaminofluoren (4a) wurde 
jedoch als Hauptprodukt das N-deacetylierte Addukt 2-[(Desoxy- 
guanosin-8-yl)amino]fluoren (N-dG-8-yl-2-AF) (6) isoliert. Das N- 
acetylierte Addukt 5 wie auch 2-Acetamino-3-(desoxyguanosin-N2- 
y1)fluoren waren Nebenprodukte". 

Q-pN-H 1. Metabolisierung - 
\ 
R 2. AdduMbildung 

4a : R = C(0)CH3 

4 b : R = H  

5 : R = C(0)CHs 

6 : R = H  

Damit konnten erstmals auch die strukturellen Veranderungen 
untersucht werden, die durch N-deacetylierte Addukte des Typs 6 
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verursacht werden"). Das gesteigerte Interesse an diesem Addukt- 
typ resultiert aus der in vivo nachgewiesenen, vergleichsweise hohen 
Persistenz von 6 gegeniiber 5 am intakten DNA-Stranggc,d), die rnit 
der unterschiedlichen Erkennung der Addukte durch das DNA- 
Reparatursystem (,,excision repair") in Zusammenhang gebracht 
wird. Aus diesem Grund wird 6 groI3ere Bedeutung fur die Aus- 
losung der Carcinogenese zugeordnet als 5. Alle bisherigen Unter- 
suchungen zur Strukturveranderung der DNA durch einen nicht- 
acetyiierten Arylamin-Rest wurden am Addukt N-(dG-8-yl)-2-AF 
(6) des starken Lebercarcinogens 2-Aminofluoren (2-AF) (4 b) 
durchgefuhrt. Dabei wurden fur die aus 2-AF (4 b) gebildete DNA- 
Modifikation [DNA-gebundenes N-(dG-8-yl)-2-AF (6)] drei Kon- 
formationsmodelle diskutiert: a) ,,outside-binding"-Modell""), 
b) ,,base-stacking"-Modell l 1  b, und c) ,,insertion-denaturation''- 
Modell"'). Sie unterscheiden sich nicht nur im AusmaI3 der Storung 
der intakten DNA-Doppelhelix, sondern auch in der Konformation 
um die glycosidische Bindung der modifizierten Nucleobase: wSh- 
rend bei den ersten beiden Modellen die modifuierte Nucleobase 
in der anti-Konformation verbleibt, setzt das dritte Modell die syn- 
Konformation voraus. 

Im Gegensatz zu den sehr starken Carcinogenen 4a,b gilt das 
monocyclische aromatische Amin 4-Methylanilin (p-Toluidin) als 
Grenzcarcinogen. Im Tierversuch wurde die Induktion von Leber- 
tumoren bei HaM/ICR-Mausen nachgewiesen, nachdem die Mause 
iiber einen Zeitraum von 6 Monaten rnit hohen Dosen von pTo- 
luidin-hydrochlorid (loo0 mg/kg bzw. 2000 mg/kg Nahrung) ge- 
fiittert worden waren. Charles-River-CD-Ratten zeigten bei gleicher 
Dosierung selbst nach 18 Monaten kcine Tumorinduktion I*). Diese 
gattungsspezifische Tumorinduktion wurde schon bei Anilin, das 
ebenfalls ein Grenzcarcinogen darstellt, beobachtet 13). Im Zusam- 
menhang rnit der Carcinogenitat von p-Toluidin ist weiterhin von 
Interesse, dal3 diese Verbindung in Ratten-Hepatozyten-Kulturen 
,,unscheduled DNA synthesis" (UDS) auslost i4). Bei Untersuchun- 
gen zur Mutagenitat wurdc 4-Methylanilin im Standard-Ames-Mn- 
tagenitiitstest dagegen als ,,nicht mutagen" klassifiziert Is). 

Im folgenden berichten wir uber die konformativen Ei- 
genschaften der bei Modellreaktionen zur Carcinogenese 
monocyclischer, aromatischer Amine regioselektiv aus dem 
DNA-Nucleosid Desoxyguanosin (dG) (7), dem RNA-Nuc- 
leosid Guanosin (G) (8) und dem RNA-Nucleotid 5'-Gua- 
nosinmonophosphat (5'-GMP) (9) gebildeten C-8-Addukte 
N-(Desoxyguanosin-8-yl)-4-methylanilin (lo), N-(Guanosin- 
8-yl)-4-methylanilin (11) sowie 8-(4-Methylanilino)-S-gua- 
nosinmonophosphat (12). Die Addukte 10 - 12 entstehen bei 
in-vitro-Reaktionen der potentiellen ,,ultimaten Carcino- 
gene" N-Acetoxy-4-methylanilin und N-(a-Aminoacy1oxy)- 
4-methylanilin mit 7 - 9, woruber wir in der voranstehenden 
Arbeit berichteten 16). 

Experimentelle Daten zur Konformation von 10- 12 lie- 
ferten dynamische 'H- und 13C-NMR-Untersuchungen, die 
wir mit berechneten Daten aus Kraftfeldrechnungen mit 
dem ,,Macromodel"-Programm verglichen haben. 

Kernresonanzuntersuchungen an den Addukten 10 - 12 

Die 400-MHz-'H- und 75-MHz-I3C-NMR-Daten der 
Zucker-Reste der Addukte 10 - 12 sowie der unmodifizier- 
ten Nucleobasen 7-9 sind in Tab. 1 zusammengefaBt. Die 
Zuordnung der 'H-NMR-Signale erfolgte durch ihre Pro- 
tonen-Kopplungsmuster 17), die der "C-NMR-Signale rnit 
Hilfe der C - H-Kopplungen aus den ,,gated-decoup1ing"- 
Spektren. 

anti 
4- 

10: R = H  
3' HoH2til, OH R 11:  R=OH 

OH OH 12 

Abb. 1. Struktur und Numerierung der Addukte N-(dG-8-yl)-p-to- 
luidin (lo), N-(G-8-yl)-p-toluidin (11) und 8-( p-toluidino)-5'-GMP 
(12); die glycosidische Bindung (C-1'- N-9) ist in der anti- bzw. syn- 

Konformation dargestcllt 

Tab. 1. 'H-NMR-Daten der (Desoxy-)Ribose-Protonen der 
Addukte 10- 12") sowie der unmodifizierten Nucleoside 7, 8 und 

des Nucleotids 9 

NMR- Addukte Edukte 
Daten 10 11 12 I 8 9 

6 (1 '-H) 
&(2-H,) 
&(T-Ht,) 
6(3'-H) 
S(4-H) 
S(5'-H,) 
&(5'-Hb) 

J(1'-H, 2-H.) 
J(1'-H, 2'-Hb) 
J(2'-Ha, 2 '~Hb)~)  
J(2'-H, 3'-H) 
J(3'-H, 4 -H)  
J ( 4 - H ,  5'-Ha) 
J(4'-H, Y-Hb) 
J(5'-H., 5'-Hb)" 
J(5'-OH, 5'-HJ 
J(5'-OH, S-Hb) 

6.25 5.85 
2.45 4.46 
1.92 - 

4.34 4.09 
3.84 3.97 
3.73 3.72 
3.69 3.67 
9.68 7.93 
5.79 - 

6.00 5.54 
0.82 1.40 
1.80 1.95 
2.26 2.34 

4.75 4.47 
4.71 4.51 

13.0 - 

12.0 12.9 

5.73 
4.88 

4.36 
4.09 
3.90 
3.93 

6.52 

- 

- 

5.87 
3.94 
4.63 
5.09 

11.4 
- 

5.98 
2.42 
2.24 
4.42 
3.95 
3.57 
3.51 

7.75 
6.05 

6.24 
2.64 
3.52 
4.34 

5.38 
5.43 

13.8 

12.4 

5.68 
4.37 

4.05 
3.86 
3.57 
3.49 

6.00 

- 

- 

5.24 
3.46 
3.85 
4.06 

5.43 
5.54 

12.1 

5.72 
4.56 

4.31 
4.14 
3.84 
3.82 

5.84 

- 

- 
5.10 
3.61 
3.54 
3.68 

13.0 
- 

a) Chemische Verschiebung 6 (ppm) relativ zu TMS; Kopplungs- 
konstanten J [Hz]; Probenkonzentration: ca. 0.1 M in [DJDMSO 
(7, 8, 10, 11) bzw. D 2 0  (9, 12); MeDtemperatur: 20°C. - b, Alle 
geminalen Kopplungskonstanten haben negatives Vorzeichen. 

Bestimmung der Konformation um die glycosidische Bindung aus 'H- 
und I3C-NMR-Daten 

Die freie Rotation um die glycosidische Bindung Cl'-N9 
in P-Nucleosiden und P-Nucleotiden ist wegen des Protons 
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am Kohlenstoff-Atom C-2 des (Desoxy-)Ribose-Restes ein- 
geschrankt. In allen Fallen liegt jedoch ein schnelles Gleich- 
gewicht zwischen zwei energetisch begunstigten Konfor- 
mationen vor, die man als syn- und anti-Konformation be- 
zeichnet. Auf Grund der schnellen Konformationsanderung 
relativ zur NMR-Zeitskala setzen sich die MeBdaten somit 
aus Anteilen beider Konformationen zusammen “). Zur Be- 
stimmung der bevorzugten Konformation um die glykosi- 
dische Bindung diente zunachst die ‘H-NMR-chemische 
Verschiebung des Zucker-2‘-Protons. Dieses erfahrt durch 
die riiumliche Nahe zu dem Guanin-N-3-Atom in der syn- 
Konformation einen entschirmenden Effekt. Da das Zucker- 
3’-Proton von diesem Effekt unberiihrt bleibt, ist die Dif- 
ferenz der chemischen Verschiebungen dieser beiden Pro- 
tonen [A6(H) = 6(3’-H) - 6(2’-H)] ein MaB fur die bevor- 
zugte dynamische K~nforrnation‘~). Nach Jordan et al. gilt 
fur Ribonucleoside, daB bei einer Differenz A6(H) 2 
1 .OO ppm die anti-Konformation iiberwiegt, wahrend es bei 
Werten A6(H) < 1.00 ppm die syn-Konformation ist 19‘). Die 
nach diesem Verfahren bestimmten Differenzen A6(H) zei- 
gen, daB das Guanosin-Addukt 11 [A6(H) = 1.39 pprn] wie 
Guanosin (8) [A6(H) = 1.29 pprn] und 5’-GMP (9) 
[A6(H) = 1.16 pprn] bevorzugt in der anti-Konformation 
vorliegt. Die Hochfeld-Verschiebung des 2’-Protons des dG- 
Addukts 10 um 0.23 ppm relativ zu dG (7) resultiert aus 
einer hoheren anti-Population (siehe Tab. 1)2”). Im Gegen- 
satz dazu dominiert bei dem 5’-GMP-Addukt 12 die syn- 
Konformation [A6(H) = 0.85 ppm]. Wie man Tab. 1 ent- 
nehmen kann, beobachtet man im ‘H-NMR-Spektrum von 
12 eine Tieffeld-Verschiebung des 2’-Protons um 0.32 ppm 
relativ zu dem in 5’-GMP (9). Hier zeigt sich die rlumliche 
Niihe des Guanin-N-3-Atoms. Tieffeld-Verschiebungen die- 
ser GroBenordnung wurden auch bei anderen syn-Nucleo- 
siden und -Nucleotiden wie z. B. bei 2-[N-Acetyl-N-desoxy- 
guanosin-8-yl)amino]fluoren (5) beobachtet 19a,b,20). 

Aussagen uber die dominante Konformation um die gly- 
cosidische Bindung lassen sich auch aus der Differenz A J  
der vicinalen Proton - Kohlenstoff-Kopplungskonstanten 
’J(C-8, 1’-H) und 3J(C-4, 1’-H) ableiten. Bei AJ-Werten 6 
1.2 Hz liegt bevorzugt die syn- und bei A J  > 1.2 Hz die 
anti-Konformation vor (siehe Tab. 2)”). 

telten bevorzugten Konformationen: Das dG-Addukt 10 
(AJ = 4.30 Hz) und das G-Addukt 11 (AJ = 2.54 Hz) liegen 
wie unmodifiziertes dG (7) ( A J  = 1.49 Hz), G (8) (AJ = 

2.24 Hz) und 5’-GMP (9) (AJ = 2.20 Hz) bevorzugt in der 
anti-Konformation vor, wahrend bei dem 5’GMP-Addukt 
12 auch nach diesem Verfahren die syn-Konformation 
( A J  = -0.65 Hz) dominiert. 

Bestimmung der dominanten Zucker-Faltungen aus ‘H-NMR-Daten 

AuBer der Konformation um die glycosidische Bindung 
konnte auch das dynamische Gleichgewicht der (Desoxy-) 
Ribose-Faltungen untersucht werden. Im allgemeinen liegen 
Nucleobasen entweder in der C-2’-endo-(S)- oder in der C-  
3’-endo-(N-)Konformation vor 18). 

HOH& 5- H O H ~ C ~ ; ~  5’ 

LA&=? 4’ 3’ 1 ’  4’ 2’ 

2E 3E 

Abb. 2. Energetisch begiinstigte (Desoxy-)Ribose-Faltungen 

Die prozentualen Anteile der C-T-endo-(2E-; S-)- und C- 
3’-endo-(“E-; N-)Konformationen im dynamischen Gleich- 
gewicht der Zucker-Faltungen lassen sich aus den Proton- 
Kopplungskonstanten 3J(l’-H, 2-H) und 3J(3’-H, 4-H) be- 
stimmen. Dieses von Altona et aLua) und Davies”) entwik- 
kelte Verfahren erlaubt die unabhangige Ermittlung der C- 
2’-endo-(S-)- und C-3’-endo-(N-)Konformationsanteile X, 
und X, sowie die Bestimmung der Gleichgewichtskonstan- 
ten KG1, aus dem Verhaltnis von X ,  zu X,. Die hier unter- 
suchten modifizierten und nichtmodifizierten Nucleoside 
und Nucleotide weisen alle Kol,-Werte auf, die fur eine do- 
minante C2’-endo-(S-)Konformation sprechen [siehe Tab. 3, 
Verfahren a)]. 

Davies und Danyluk22b) konnten zeigen, daB die Bestim- 
mung von KGI. auch direkt aus dem Verhaltnis der Kopp- 
lungskonstanten 3J(l’-H, 2’-H) zu 3J(3’-H, 4’-H) moglich ist. 
Die nach diesem Verfahren erhaltenen KGI -Werte bestatigen 
die nach dem ersten Verfahren erhaltenen Werte nachdruck- 
lich [siehe Tab. 3, Verfahren b)]. 

Tab. 2. Bestimmung der synlanti-Pradominanz der Addukte 10- 12 
sowie der Nucleobasen 7-9  aus der Differenz AJ der vicinalen 
Proton-Kohlenstoff-Kopplungen ’J(C-8, 1‘-H) und ’J(c-4, 1’-H)2’) Tab. 3. Berechnung der Zucker-Faltungs-Gleichgewichtskonstan- 

ten KGI. und der prozentualen Anteile X ,  und X., der 3E-(N-) und 
’E-(S-)Konformere bei den Addukten 10- 12, den Nucleosiden 7, 3J (C-8, 1’-H) 3J (C-4, 1‘-H) AJ CHzl syn/ 

10 5.63 1.33 4.30 anti 
7 2.49 1 .oo 1.49 anti CHzl CHzl ( O h )  ( O h )  

11 5.70 3.16 2.54 anti 
8 4.07 1.83 2.24 anti 

9 4.00 1.80 2.20 anti 

[Hzl CHZI anti 8 und bei dem Nucleotid 9 

J(l’-H, 2’-H) J(3’-H, 4‘-H) XNs) Xsn’ 
Kc,.”’ KGI.* 

10 9.68 0x2 8.8 Y1.2 10.3 10.4 
sYn 7 7.75 2.64 28.2 11.8 2.55 2.55 

11 7.93 1.40 15.0 85.0 5.66 5.66 
8 6.00 3.46 36.5 63.5 1.74 1.73 

12 6.52 3.94 35.8 64.2 1.80 1.66 

12 3.16 3.81 -0.65 

Y 5.84 3.67 38.5 61.5 1 59 1.59 
Wie man Tab. 2 entnehmen kann, bestatigen die Diffe- 

renzen AJder Kopplungskonstanten 3J(C-8, 1’-H) und ”(C- 
4, 1’-H) die nach der zuvor besprochenen Methode ermit- 

a) Vcrfahren a): berechnet nach Altona22d und ~ ~ ~ i ~ ~ 2 1 1  mit  Kc, = 
X,/X,. - b, Verfahren b): berechnet nach Davies und DanylukZZb’. 
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Bestimmung des maximalen Torsionswinkels v,, und des Pseudo- 
rotationsphasenwinkels P der (Desoxy-)Ribose-Reste 

Mit Hilfe der schon oben erwahnten Kopplungskonstan- 
ten 3J(l’-H, 2’-H) und 3J(3’-H, 4’-H) sowie von 3J(2’-H, 3’- 
H) laRt sich nach einem graphischen Verfahren, das zum 
einen das Pseudorotationsprinzip und zum anderen die Kar- 
plus-Gleichung zu Grunde legt, auch der Pseudorotations- 
phasenwinkel P sowie der maximale Torsionswinkel v,, 
bestimmen*’). Diese beiden Strukturparameter sind anson- 
sten nur aus Kristallstrukturanalysen zuginglich. Tab. 4 
fa& diese Werte zusammen. 

Tab. 4. Bestimmung der maximalen Torsionswinkel v,,, und der 
Pscudorotationsphasenwinkel P N  bzw. Ps der Adduktc 10- 12 so- 
wie der unmodifizierten DNA/RNA-Basen 7-9 aus den ‘H-NMR- 

Kopplungskonstanten J,.,2.; J2.,y und JyA.; nach G u ~ c h l b a u e r ~ ~ )  

J(l’-H, 2 -H)  J(2’-H, 3’-H) J(3’-H, 4‘-H) 
[Hzl “mvx “1 p S  c“1 P N  1 CHzl 1 ~ 7 1  

10 9.68 6.00 0.82 40.6 171 9 
7 7.75 6.24 2.64 39.4 173 7 

11 7.93 5.54 1.40 38.5 168 12 
8 6.00 5.24 3.46 39.5 169 11 

12 6.52 5.87 3.94 38.5 152 28 
9 5.84 5.10 3.67 40.0 170 10 

Die Konformation um die exocyclische C4’ - CS’-Bindung 

Die Konformation urn die exocyclische C 4  - C5’-Bin- 
dung kann als schnelles Gleichgewicht zwischen drei ener- 
getisch begiinstigten Konformationen betrachtet werden. 
Das Populationsverhaltnis dieser gestaffelten Konformatio- 
nen, die als gauche-gauche (gg), gauche-trans ( g t )  und trans- 
gauche (tg) bezeichnet werden, la& sich aus den experimen- 
tell zuganglichen vicinalen Proton-Kopplungskonstanten 
3J(4’-H, 5’-H,) und 3J(4’-H, 5’-Hb) nach zwei voneinander 
unabhangigen Methoden erhalten24). 

gauche,gauche gauche,trans trans,gauche 

g .9 t ,g  

Abb. 3. Energetisch begunstigte Konformationen urn die exocycli- 
sche C-4‘- C-5I-Bindung 

Die so ermittelten Populationsverhaltnisse weisen einen 
deutlich hoheren Anteil der gg-Konformation bei den nicht- 
phosphorylierten Addukten 10 und 11 (gg: 86 -91 %; gtltg: 
9-  14%) auf, als dies bei den unmodifizierten Nucleobasen 
7-9 der Fall ist. Bei diesen sind die gg-Konformationen 
nur zu etwa 50% populiert. Bei dem 5’-GMP-Addukt 12 
sinkt der gg-Anteil auf 30 - 33% ab (siehe Tab. 5). 

Tab. 5. Populationen der gg-, gt- und ty-Konformere bei den Ad- 
dukten 10-12 sowie bei dG (7), G (8) und 5’-GMP (9)24) 

10 1.80 2.26 91 8 1 9 1 8 1  
I 3.52 4.34 51 28 20 56 23 21 

11 1.95 2.34 87 9 4 86 9 5 
8 3.85 4.06 51 25 24 48 27 25 

12 4.63 5.09 33 36 31 30 38 33 
9 3.54 3.68 58 22 20 56 23 21 

a) Verfahren a): berecbnet nach Hruska ct 
berechnet nach Kline et al. 24b) und DesLauriers et al. 24c). 

- b, Verfahren b): 

Minimal-Potential-Energie Rechnungen des Guanosin-Adduktes 1 1 
und des 5’-Guanosinmonophasphat-Adduktes 12 

Zum Vergleich mit den NMR-Konformationsanalysen 
wurden die energiearmsten Strukturen des G-Adduktes 11 
und des 5‘-GMP-Adduktes 12 mit dem ,,Macromodel“-Re- 
chenprogramm b e r e ~ h n e t ~ ~ ) .  Dazu wurde von einer vorop- 
timierten Startgeometrie ausgegangen. Zur Optimierung bei 
11 wurde f 180” Rotation um die C-l’-N-9-Bindung (x) 
und f 120” Rotation urn die C - 4  - C-5’-Bindung (y) erlaubt, 
wahrend bei 12 zusatzlich die Rotation um die C-5’ - 0-5’- 
Bindung (p) in 120-Schritten zugelassen wurde. Die Die- 
derwinkel aller anderen Bindungen wurden konstant gehal- 
ten. 

Das globale Minimum von 11 weist folgende Eigenschaf- 
ten auf: a) eine anti-Konformation urn die glycosidische Bin- 
dung (x = 138”), b) eine C-2’-endo-(S-)Ribose-Faltung und 
c) eine gg-Konformation um die C-4‘- C-5’-Bindung (y = 
43”). Abb. 4 zeigt eine SCHAKAL-Darstellung der energie- 
armsten Konformation des aminierten Nucleosids 11. 

Die fur 8-substituierte Nucleoside unubliche Priferenz der 
anti-Konformation und die hohe gg-Population ist auf 
die intramolekulare Wasserstoff-Briickenbindung zwischen 
dem 8-NH-Proton und dem Ribose-5’-Sauerstoff-Atom 
zuriickzufiihren. Man fand sie bereits bei %(Alkylamino)- 
adenosin-Nucleosiden und -Nucleotiden 19e,26), bei 2- 
[(Desoxyguanosin-8-yl)amino]fluoren20d~ (6) sowie bei 4- 

4 ’  

Abb. 4. SCHAKAL-Darstellung der energielrmsten anti-Struktur 
von N-(G-8-y1)-p-toluidin (11); berechnet mit dem ,,Macromodel“- 

Programm ‘’1 
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[(Desoxyguanosin-8-yl)amino]bipheny120b). Die Ausbildung 
dieser H-Brucke zeigt sich anhand des kurzen Abstandes 
(1.88 A) zwischen dem Ribose-5'-Sauerstoff-Atom und dem 
8-NH-Proton (siehe Abb. 4). 

Im Gegensatz dazu findet man fur die energiearmste Kon- 
formation des 5'-GMP-Adduktes 12 folgende Daten: a) eine 
syn-Konformation (x = 44"), b) eine C-2'-endo-(S-)Ribose- 
Faltung, c) eine gg-Konformation um die exocyclische C- 
4 - C-5'-Bindung (y = 43") und d) eine 88'-Konformation 
um die C-5'-0-5'-Bindung (p = 112"). Die entsprechende 
SCHAKAL-Darstellung dieses modifizierten Nucleotids 
zeigt Abb. 5. 

Abb. 5 .  SCHAKAL-Darstellung dcr energiearmsten syn-Struktur 
von 8-( p-toluidino)-5'-GMP (12); berechnet mit dem ,,Macromo- 

de1"-Programm 25)  

Aus den berechneten C-8 - 8-N-Bindungslangen von 
1.33 A in 11 und 12, dem Diederwinkel um die C-8-8-N- 
Bindung von 31" bei dem Guanosin-Addukt 11 und von 36" 
bei dem 5'-GMP-Addukt 12 sowie der bathochromen Ver- 
schiebung der langwelligen UV-Absorptionsbande von 11 
und 12 um 28 nm auf 282 nm (lg E = 4.243) im Vergleich 
zu Guanosin (G) (8) und 5'-GMP (9) (254 nm) kann zum 
einen ein partieller Doppelbindungscharakter zwischen dem 
C-8- und dem 8-N-Atom und zum anderen eine teilweise 
Konjugation der aromatischen Reste abgeleitet werden 
(siehe Abb. 6). 

Zusammenfassend zeigen dynamische NMR-Untersu- 
chungen und theoretische Konformationsanalysen uberein- 
stimmend die Umkehrung der Konformation um die gly- 

E E 
3.00 

a )  

1.50 

0.01 

41 0 Ic N N m r4 

nm nrn 

Abb. 6.  UV/VIS-Spcktrcn von N-(Cruanosin-X-yl)-4-mcthylanilin 
(11) (a) und Guanosin ( C i )  (8) (b); Rcfcren7: Mcthanol  
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cosidische Bindung von der im Addukt 11 dominanten anti- 
zur syn-Konformation in 12. Wahrend syn-Konformationen 
fur 8-substituierte Nucleotide mit sterisch anspruchsvollen 
Substituenten in der 8-Position des Guanins (Brom, tert- 
Butyl, Dialkylamino und 1-Hydroxy-1-methylethyl 19c327))  be- 
kannt sind und auch das N-acetylierte Nucleosid-Addukt 
2-[N-Acetyl-N-(desoxyguanosin-8-yl)amino]fluoren20~ (5) 
diese Konformation besitzt, ist die hier bei 12 gefundene syn- 
Konformation uberraschend, da prinzipiell eine Stabilisie- 
rung der anti-Konformation durch eine Wasserstoff-Brucke 
wie in 11 moglich ist. Tatsachlich wurde fur ,,normale" 8- 
Alkylamin-substituierte Nucleotide die Dominanz der anti- 
Konformation nachgewiesen 19c,27). 

Die Ursachen fur die Konformationsveranderung urn die 
glycosidische Bindung bei dem 5'-phosphorylierten Addukt 
12 sind derzeit nicht klar. Vermutlich ist die sterische Wech- 
selwirkung des 5'-Phosphat-Restes mit dem 4-Methylanilin- 
Chromophor und die daraus folgende Moglichkeit zur Aus- 
bildung von zwei Wasserstoff-Bruckenbindungen der C-2- 
NH2-Gruppe mit den Phosphat-Sauerstoff-Atomen (Ab- 
stande: 3.76 A und 2.88 A; siehe Abb. 5) dafur verantwort- 
lich. 

Bemerkenswert ist weiter, daB die Arylamin-Modifizie- 
rung keine Veranderung der (Desoxy-)Ribose-Faltung in 10, 
11 bzw. 12 (C-2'-endo) im Vergleich zu nichtmodifiziertem 
7, 8 und 9 (C-2'-endo) verursacht. 

Die hohe gtltg-Population um die exocyclische C-4' - C- 
5'-Bindung bei 12 wird auch bei anderen Nucleosiden und 
Nucleotiden mit syn-Konformation gefunden. 

Die Konformation um die glycosidische Bindung bei 12 
ist fur eine Diskussion uber die Strukturveranderungen der 
DNA-Doppelhelix von entscheidender Bedeutung. 

So deuten die von anderen28-30) und von uns erhaltenen 
Ergebnisse darauf hin, daR die strukturellen Veranderun- 
gen der DNA durch N-acetylierte wie N-deacetylierte Ar- 
ylamin-Addukte des Typs 5 bzw. 6, 12 vergleichbar sein 
sollten, da beide in der ,,unnatiirlichen" syn-Konformation 
vorliegen. In jiingsten Arbeiten zur Struktur von DNA-Dop- 
pelhelices, die DNA-gebundenes N-(dG-8-yl)-2-AF (6) ent- 
halten, konnte bei dem modifizierten Nucleotid ebenfalls die 
syn-Konformation um die glycosidische Bindung nachge- 
wiesen werden: van Houte et aL2*) kamen auf Grund opti- 
scher Untersuchungsmethoden an 2-AF-modifizierter, na- 
tiver DNA zu diesem Ergebnis, Norman et al.29) fuhrten 
NMR-Untersuchungen und Minimal-Potential-Energie- 
Rechnungen an einem modifizierten Undecamer-Duplex- 
Oligonucleotid durch, und Pierce et al. untersuchten die 
UVRABC-Nuclease-Aktivitat gegenuber 2-AF-modifizier- 
ter DNA3'). 

Die ubereinstimmend beobachtete syn-Konformation urn 
die glycosidische Bindung unterstreicht die Bedeutung des 
,,insertion-denaturation"-Modells"C) bei der Diskussion der 
konformativen Veranderungen des DNA-Stranges. 

Weiter zeigen unsere Ergebnisse, daB es zumindest zwei- 
felhaft, wenn nicht gar unzulassig ist, Extrapolationen aus- 
gehend von Strukturuntersuchungen an modifizierten Nuc- 
leosiden auf Konformationsveriinderungen der DNA 
zu ziehen. Wir haben gezeigt, dal3 der Ubergang vom mo- 
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difizierten Nucleosid zum modifizierten Nucleotid mit einer 
entscheidenden Anderung der Konformation um die gly- 
cosidische Bindung verbunden ist. 

Fazit: Das Grenzcarcinogen 4-Methylanilin und das 
starke Carcinogen 2-Aminofluoren (2-AF) (4b) verursachen 
auf molekularer Ebene die gleichen konformativen Veran- 
derungen am modifizierten Nucleotid. Moglicherweise ist 
dies auch am intakten DNA-Strang der Fall. Dieser Befund 
legt den SchluB nahe, daD das unterschiedliche krebsaus- 
losende Potential dieser beiden Verbindungen nicht auf den 
molekularen Strukturverinderungen beruht, sondern bei 
der Metabolisierung zum ,,ultimaten Carcinogen" zu suchen 
ist. 
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