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Erlauterungen und Abkurzungen

Der Dissertation ist eine Publikationsliste, ein Inhaltsverzeichnis und eine Zusammenfassung

vorangestellt. Am Ende der Arbeit befindet sich ein tabellarischer Lebenslauf.

Literaturhinweise sind mit hochgestellten arabischen Ziffern gekennzeichnet und beziehen
sich auf das Literaturverzeichnis in Kapitel 7. Wichtige chemische Verbindungen sind mit
fettgedruckten, arabischen Ziffern oder mit Abkiirzungen (z. B. DM PO) gekennzeichnet. Am
Ende der Arbeit befindet sich eine Ausklapptafel, auf der die entsprechenden Strukturen
abgebildet sind.

In den Ergebnisteilen (Kapitel 3.2 und 4.2) wird mit V-.. auf die jeweiligen
Versuchsnummern im Experimentalteil (Kapitel 6) verwiesen. Bei den im Experimentalteil
aufgefiihrten Versuchen wird mit einem Kiirzel (z. B. IV-SFM-49) auf die entsprechende
Eintragung im Laborjournal hingewiesen, wobei mit dem drei Buchstaben umfassenden
Kiirzel der Experimentator (SFM steht fiir Stefan Marquardt, HOK fiir Dr. Hideki Okamoto
und LEG fiir Lena Griinewald), mit der romischen Ziffer die entsprechende
Laborjournalnummer und mit der arabischen Ziffer die Versuchsnummer in diesem Journal
angegeben ist.

Versuche, die von Dr. H. Okamoto in Kooperation durchgefithrt wurden, sind im

Experimentalteil als solche gekennzeichnet.

Folgende Abkiirzungen wurden verwendet:

AAPH 2,2'-Azobis(2-amidinopropan)-dihydrochlorid

AAV Allgemeine Arbeitsvorschrift
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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Reaktive Sauerstoffspezies induzieren oxidative DNA-Schdden (Oxidativer Stress) und
spielen daher eine entscheidende Rolle bei Mutagenese, Kanzerogenese und Alterung. Durch
die zunehmende terrestrische UV-Strahlung, die die Generierung solcher Spezies fordert, ist
dieses Thema von besonderer Aktualitit. Wahrend die Reaktivitit von Hydroxylradikalen
gegeniiber DNA bereits intensiv erforscht worden ist, sind die photobiologischen Wirkungen
von Alkoxylradikalen bisher kaum untersucht. Vor diesem Hintergrund sollten neue
photochemische Alkoxylradikalquellen entwickelt und deren Reaktivitit gegeniiber
Nukleinsduren mit dem bereits etablierten System Perester | verglichen werden. Auf diese
Weise sollte ein allgemeines DNA-Schadensprofil von Alkoxylradikalen aufgestellt und deren

Wirkungsgrad ermittelt werden.

1. Das wasserlosliche Pyridon [Ib ist aus dem entsprechenden Hydroxyderivat Il1a durch

Alkylierung mit tert-Butylbromid unter Sy1-Bedingungen synthetisiert worden (Schema I).
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N
O'Bu N7
NEt;" CI' )\ [ )
[ Ib qu H HNT SN N
o . drR
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Schema |. dG-Modifikationen durch Methylradikale bei Bestrahlung der fert-Butoxyl-
radikalquellen | und I1b

Seine photolytische Zersetzung fithrt zu den Produkten 2-Pyridon Illa (30%) und 3-tert-
Butoxy-2-pyridon |l1lb (27%). Bei Bestrahlung sowohl in organischen Losungsmitteln
(Benzol) als auch in wiassrigem Medium erfolgt Freisetzung von fert-Butoxylradikalen, die

EPR-spektroskopisch durch Spinabfang mit DMPO als DM PO-O'Bu-Addukt nachgewiesen
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Zusammenfassung

R werden. In wiéssrigem Medium, unter Ausschluss von molekularem
(\/\[ Sauerstoff werden zusétzlich DMPO-Addukte von Methylradikalen

N 0 (DMPO-Me)  detektiert. Mit abnehmender Konzentration an
|

H eingesetztem DM PO entsprechen diese den Hauptradikaladdukten. Auch
[lla R=H bei Photolyse der bereits etablierten ter-Butoxylradikalquelle Perester |
IIlb R=0Bu

lllc R=0 Pr werden unter diesen Bedingungen hauptsichlich Methylradikale
abgefangen. Letztere werden aus den tert-Butoxylradikalen durch [3-
Fragmentierung generiert.

In Gegenwart von superhelikaler pBR 322 DNA induzieren die von tert-Butoxypyridon I1b
photolytisch freigesetzten Radikale Einzelstrangbriiche. 2'-Desoxyguanosin (dG) wird durch
Pyridon Ilb bei Bestrahlung unter aeroben Bedingungen vorwiegend zu Guanidin-
freisetzenden Produkten (z.B. Oxazolon) oxidiert, wihrend 8-0xodG in nur
vernachldssigbaren Mengen gebildet wird. Der Perester | zeigt ein analoges Schadensprofil.
Die Reduktion der DNA- und dG-Schéddigung durch den Zusatz von Radikalfingern
manifestiert, dass die von Pyridon |1 b freigesetzten Radikale die Oxidantien sind.
Photosensibilisierte oxidative Schadigung durch die Photoprodukte der Radikalquelle werden
durch zeitabhidngige Studien ausgeschlossen. Diese ergeben, dass nach vollstdndiger photo-
lytischer Zersetzung des Pyridons I1b keine Schadensbildung sowohl an dG als auch an pBR
322 DNA mehr erfolgt.

Unter Ausschluss von molekularem Sauerstoff induziert die Photolyse von Pyridon I1b und
Perester | die Bildung von 8-MedG (2.3% fiir Pyridon Ilb, 2.0% fiir Perester |) in
beachtlichen Ausbeuten. Auch N’-MedG (0.3%) konnte detektiert werden. Daraus wird auf
eine erhebliche Schadensbildung durch Methylradikale geschlossen. Unter Beriicksichtigung
der jeweiligen Geschwindigkeitskonstanten und der verwendeten dG-Konzentration wird
ermittelt, dass weniger als 0.3% der aus Perester | oder Pyridon IIb freigesetzten tert-
Butoxylradikale direkt mit dG reagieren, wihrend mehr als 99% zu Methylradikale

fragmentieren.

Fazit 1. Das Pyridon |1b ist eine photochemische Quelle fiir tert-Butoxylradikale und zeigt
das gleiche Schadensprofil gegeniiber dG und DNA wie der Perester |. Die tert-
Butoxylradikale konnen jedoch als schidigende Spezies ausgeschlossen werden, da
sie viel effizienter zu Methylradikalen fragmentieren als mit dG reagieren. Die aus
den Methylradikalen in Gegenwart von Sauerstoff gebildeten Methylperoxylradikale
und deren Folgeradikale sind fiir die beobachteten Schéden verantwortlich.
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Zusammenfassung

2. Neben dem tert-Butoxypyridon I 1b werden auch die Isopropoxylradikalquellen Pyridon I1c
und Thiazolthion 1V untersucht. Laserblitz-Studien ergeben, dass fiir beide Systeme die NO-
Bindungsspaltung der dominierende erste photochemische Prozess ist [®n.o = (75 *+ 8)% fiir
Pyridon |l c und ®n.o = (65 + 7)% fiir Thiazolthion 1V]. Im Falle des Thiazolthions |V zeigen
sowohl Laserblitz-Experimente als auch Produktstudien auf, dass bei der Photolyse zunéchst
das Disulfid V gebildet wird, aus dem dann durch CS-Bindungsspaltung die Produkte VI-VIII

hervorgehen. Das Isopropoxypyridon |lIc liefert in Analogie zu dem fert-Butoxy-

/ S / S / S Me H
e o ot UL
Me Me Me > ;(X\W:::j\
\% VI VIl VI Me

N=C=S

derivat b die Photoprodukte 2-Pyridon I11a und 3-Isopropoxy-2-pyridon I11c.

Die photolytische NO-Bindungsspaltung wird fiir beide Photo-Fenton-Reagenzien dadurch
weiter bestétigt, dass in Gegenwart von DMPO in Benzol die Bildung von
Isopropoxylradikal-Addukten EPR-spektroskopisch nachgewiesen wird. In wissrigem
Medium (H,O : MeCN = 60 : 40) wird bei Bestrahlung von Pyridon Ilc eine Mischung von
Isopropoxyl- (DM PO-OiPr) und 2-Hydroxyprop-2-ylradikalen (DMPO-CMeOH) mit
DMPO abgefangen. Letztere Radikale gehen aus dem Isopropoxylradikal durch H-Shift
hervor und werden bei Einsatz geringer Konzentrationen an DM PO EPR-spektroskopisch
hauptsédchlich detektiert (Schema II). Bei Bestrahlung in reinem Wasser sind diese die einzig
abgefangenen Radikalspezies. Im Gegensatz dazu liefert das Thiazolthion IV unter jeglichen
Bedingungen ausschlieBlich die DM PO-Addukte der Isopropoxylradikale.
Kontrollexperimente ergeben, dass im Falle des Thiazolthions |V die 2-Hydroxyprop-2-
ylradikale schneller von dem Photoprodukt Disulfid V als von DMPO abgefangen werden.
Deshalb werden diese Kohlenstoffradikale nicht als DM PO-Addukte bei der Photolyse des
Thiazolthions 1V ~im EPR-Spektrum nachgewiesen, sondern ausschlieBlich die

Isopropoxylradikaladdukte DM PO-O'Pr.
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Schema I1. Radikalabfangexperimente mit DMPO bei Bestrahlung von Pyridon IIc und
Thiazolthion IV

Fazit 2: Sowohl das Pyridon |1C als auch das Thiazolthion |V zerfallen durch photolytischen
NO-Bindungsbruch unter Freisetzung von Isopropoxylradikalen, die in wdssrigem
Medium zu 2-Hydroxyprop-2-ylradikalen umlagern. Im Falle des Thiazolthions |V
verhindert das Disulfid V, dass diese Spezies mit DMPO abgefangen werden, im Falle
des Pyridons |1C sind sie die dominiernden DMPO-Radikalspezies im EPR-Spektrum.

3. Sowohl das Pyridon llc (17%) als auch das Thiazolthion IV (12%) induzieren unter
Bestrahlung in superhelikaler pBR 322 DNA in einem LOsungsmittelgemisch von H,O :
MeCN = 60 : 40 nur geringe Mengen an offen-circularer DNA. In reinem Wasser hingegen,
zeigt das Pyridon |l c eine viel hohere Reaktividt zur Strangbruchbildung (32% offen-circulare
DNA). Da in diesem Medium die 2-Hydroxyprop-2-ylradikale als einzige Spezies detektiert
worden sind, sollten unter diesen Bedingungen Oxylradikale fiir die Strangbruchbildung
verantwortlich sein, die aus den 2-Hydroxyprop-2-ylradikalen nach Addition von
Luftsauerstoff hervorgehen. Die schwache Induktion von Strangbriichen durch das
Thiazolthion IV wird auf die Isopropoxylradikale zuriickzufiihren sein, da diese die einzigen

Intermediate sind, die bei Bestrahlung dieses Photo-Fenton-Reagenzes detektiert werden.

Fazit 3: Die von Pyridon ||C generierten 2-Hydroxyprop-2-ylradikale zeigen nach Addition
von molekularem Sauerstoff eine hohere Aktivitdt zur Strangbruchbildung als die von

Thiazolthion |\ freigesetzten und ausschlieflich detektierten Isopropoxylradikale.
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Summary

Summary

Reactive oxygen species induce oxidative DNA damage (oxidative stress), and consequently,
they play a key role in mutagenesis, cancerogenesis and aging. Due to the increasing terrestial
UV radiation, which is generating such agressive species, this topic is of particular timeliness.
The reactivity of hydroxyl radicals towards DNA has been intensively investigated, whereas
relatively little is known on the photobiological effects of alkoxyl radicals. In this respect, the
incentive of the present dissertation has been the development of new and effective
photochemical alkoxyl-radical sources. Their reactivity towards DNA was to be assessed and
compared with that of the perester |, which has previously been established as photochemical
alkoxyl-radical source in our group. Such a photobiological model study should provide a

general DNA-damaging profile for alkoxyl radicals.

1. The water-soluble pyridone Ilb has been prepared from the corresponding hydroxy
derivative |la through alkylation with tert-butyl bromide under Syl reaction conditions

Scheme 1). Its photochemical decompositon affords 2-pyridone llla (30%) and 3-fert-
( ) p p pyr (30%)

OO NH,
OH dG Oxidation H_ I ><NH2
N

N

la A |
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4 4
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Schema |. Modification of dG through Methyl Radicals upon the Photolyis of the tert-
Butoxyl-Radical Sources | and I1b

butoxy-2-pyridone (I11b, 27%). Upon irradiation in organic solvents (benzene) and aqueous

medium, fert-butoxyl radicals are released which are trapped by DM PO and subsequently
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characterized as DMPO-O'Bu adducts by means of  EPR

R
(\/\[ spectroscopy. In aqueous medium and under the exclusion of
0 molecular oxygen, the DMPO adduct of the methyl radical is also

N

Il{ detected and represents the dominant DM PO-radical adduct at low
[lla R=H DM PO concentrations. The methyl radicals result from the B cleavage
I1lb R=0'Bu

lllc R=0 Pr of the fert-butoxyl radicals, which is facilitated in aqueous media.

The photochemically released radicals of the pyridone IIb induce
strand breaks in supercoiled pBR 322 DNA and oxidize dG predominantly to guanidine-
releasing products (e. g. oxazolone), whereas 8-0xodG is formed in negligible amounts. The
perester | displays an analogous damaging profile.

The addition of radical scavengers reduces strand-break formation and dG oxidation in the
photolysis of the pyridone I1b, which manifests that the resulting radicals are the oxidizing
agents. The oxidative damage by the photoproducts through photosensitization is excluded,
since time-dependent photooxidations reveal that strand-break formation and dG oxidation
level off once all of the pyridone |Ib has been consumed.

Under the exclusion of molecular oxygen, the photolysis of the pyridone I1b or the perester |
afford appreciable amounts of 8-MedG (2.3% for pyridone 11b, 2.0% for perester |) and also
N’-MedG is detected, which substantiates the involvement of methyl radicals. From the
known rate constants for the reaction of fert-butoxyl radicals with the guanine base and for the
B fragmentation of the ferz-butoxyl radical into methyl radical, it may be estimated that not

more than 0.3% of the generated tert-butoxyl radicals react with dG

(0.10 mM) and, consequently, more than 99% undergo 3 cleavage to methyl radicals.

Conclusion 1: Pyridone |1b represents a photochemical source of tert-butoxyl radicals and
displays the same damaging profile towards DNA and dG like perester |. The
tert-butoxyl radicals are ruled out as damaging species, since their 3
fragmentation into methyl radicals overwhelmingly dominates their reaction
with dG. The methylperoxyl radicals formed through oxygen trapping by the

methyl radicals are responsible for the observed damage.

2. In addition to the pyridone Ilb, also the photochemical isopropoxyl-radical sources
pyridone |1 c and thiazolethione IV have been investigated. Transient spectroscopy establishes

NO-bond scission (O@n.o = 75 £ 8% for IIc and 65 = 7% |V) as the dominating primary
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photochemical process for both reagents. Product studies and laser-flash experiments reveal
that the thiazolethione |V leads primarily to the disulfide V, from which the products VI-VII|

are derived through CS-bond breakage. The isopropoxypyridone llc affords 2-pyridone
/ S / S 7 S M H
~ ~ ~ H
Me Me Me »
v VI Vil

Il1la and 3-isopropoxy-2-pyridone I11c as photoproducts, analogous to the photochemistry of

Me

the fert-butoxy derivative. Further evidence for the NO-bond cleavage is provided by the fact
that upon irradiation of both reagents in benzene in the presence of DM PO, the adducts of the
isopropoxyl radicals have been EPR-spectrally detected. Upon photolysis of the pyridone I1c
in aqueous media (H,O : MeCN = 60 : 40), a mixture of isopropoxyl and 2-hydroxyprop-2-yl
radicals are trapped by DMPO. The latter radicals result from the isopropoxyl radicals
through H shift and are predominantly detected when low concentrations of DM PO are used

(Scheme II). Moreover, in pure water, exlusively the carbon-centered 2-hydroxyprop-2-yl

)
(0]
. .
DMPO-O'Pr
[DM PO
/@/(II\]%S hv -OYCH3 hv II\] X0
350 nm 300
Me O_ _CH, oH, nm OY CH,
v CHs I1c CHs
l H-shift
H;C  cH;
HO CH.
DMPO-CMe,0H DMPO 3 DM PO i OH

S i T
/ CH
N/)\ S } N
DM PO-CM e,OH
Me Vv

Schema I1. Spin-Trapping Experiments with DM PO upon Irradiation of Pyridone Ilc and
Thiazolethione |V
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radicals are trapped by DMPO. In contrast, the thiazolethione |V affords only the adducts of
the isopropoxyl radicals, independent of what DMPO concentration is applied. Control
experiments reveal that the disulfide V photoproduct of the thiazolethione 1V scavenges the

carbon-centered radicals in competition with trapping by DM PO.

Conclusion 2: Both the pyridone |1C and the thiazolethione |\ decompose through NO-bond
cleavage under release of isopropoxyl radicals, which rearrange in aqueous
media to the carbon-centered 2-hydroxyprop-2-yl radicals. In the case of the
thiazolthione |V its disulfide photoproduct V prevents efficient DMPO
trapping of the 2-hydroxyprop-2-yl radicals, whereas for the pyridone |1, the

DMPO adducts of the carbon-centered radicals dominate in the EPR spectrum.

3. In supercoiled pBR 322 DNA, pyridone I1c¢ (17%) and thiazolethione |V (12%) induce only
moderate amounts of open-circular DNA upon irradiation in a 60 : 40 mixture of H,O-MeCN.
In pure water, however, the pyridone Ilc photoinduces substantially more DNA cleavage
(32% open-circular DNA), which is attributed to the oxyl radicals generated from the
2-hydroxyprop-2-yl radicals by oxygen trapping. The lower strand-break activity of the
thiazolethione |V derives presumably from isopropoxyl radicals, because only these are

detected in the photolysis of this photo-Fenton reagent.

Conclusion 3: The carbon-centered 2-hydroxyprop-2-yl radicals generated from pyridone |1C
in aqueous media and in absence of molecular oxygen display a higher DNA
photocleaving reactivity than the isopropoxyl radicals derived from the

thiazolethione | V.
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1 Einleitung

1 Einleitung

Der fortschreitende Abbau der Ozonschicht in der Stratosphire bereitet zunehmend Sorge,
weil mit diesem Abbau die Intensitit der UV-Strahlung auf der Erde zunimmt'? und damit
das Risiko fiir Hautkrebserkrankungen ansteigt.” UVB-Strahlung (290-320 nm), aber auch
UVA-Strahlung (320-400 nm) konnen die Generierung reaktiver Sauerstoffspezies in
Organismen induzieren.® So konnten beispielsweise Hydroxylradikale in der Haut
nachgewiesen werden, die zuvor UV-Strahlung ausgesetzt war.*

Reaktiven Sauerstoffspezies (Superoxidradikalanion, Wasserstoffperoxid, Hydroxylradikale)
wird eine entscheidende Rolle bei der Bildung von Hautmelanomen zugeschrieben’. Diese
Agentien werden bereits ohne dulere Einwirkung in aeroben Organismen gebildet. Sie treten

wihrend der stufenweise ablaufenden Einelektronen-Reduktion von molekularem Sauerstoff

auf (Schema 1.1). Eine Vielzahl von biologischen Systemen ist in der Lage durch

+

- ¢,2H" e, H

L£.28 o Ho, Te ‘OH ——» H0

HO

Oze—> O;

Schema 1.1. Generierung reaktiver Sauerstoffspezies im Organismus

Autooxidationsvorginge Sauerstoff auf diese Weise zu aktivieren. So entstehen die reaktiven
Sauerstoffmetabolite z. B. in phagocytierenden Zellen und in der mitochondrialen
Elektronentransportkette, aber auch durch 16sliche Zellbestandteile, wie Catecholamine,
Hydrochinone und Hf»impro‘[eine.g’9 Bei zelleigenen Prozessen werden die reaktiven
Sauerstoffspezies aber nur in kleinen Mengen gebildet. In geringen Konzentrationen sind sie
sogar beteiligt an der zelluldren Signaliibertragung und an der Kontrolle des Zellwachstums
und der Zellteilung.'® Thre Konzentrationen werden durch enzymkatalysierte Reaktionen auf
niedrigem Niveau gehalten. Das Superoxidradikalanion wird beispielsweise durch das Enzym
Superoxid-Dismutase in H,O, und molekularem Sauerstoff abgebaut,8 H,O, wird durch
Katalase und Peroxidase zersetzt und das aus H»>O, nach Elektronentransfer entstehende
Hydroxylradikal'' kann durch Antioxidantien wie a-Tocopherol in der Lipidmembran und
Vitamin C im Cytosol zu Wasser reduziert werden.'? Schédliche Wirkung erfolgt aber nach
einer Uberproduktion der reaktiven Sauerstoffspezies, bekannt als "oxidativer Stress", wenn
also das Gleichgewicht zwischen Oxidantien und Antioxidantien zugunsten der oxidativen

Seite verschoben ist.'> In unkontrolliert hohen Konzentrationen bewirken die reaktiven
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1 Einleitung

Sauerstoffspezies strukturelle Verdnderungen an Proteinen, an Lipidmembranen und rufen

10,12 . . '
*“ Neuere Studien zeigten, dass reaktive

auch mutagene DNA-Schidigungen hervor.
Sauerstoffspezies sogar an allen drei Stufen der Canzerogenese (Initiation, Promotion und
Progression) beteiligt sind."> Vor dem Hintergrund der ansteigenden Hautkrebserkrankungen
im Zuge der verstirkten UV-Strahlung, ist es verstindlich, dass mechanistische
Untersuchungen zur Wirkungsweise reaktiver Sauerstoffspezies, insbesondere der

Oxylradikale, auf biologisches Material eine beachtliche Bedeutung zukommt.



2 Kenntnisstand

2 Kenntnisstand
2.1 DNA-Schaden durch UV-Strahlung

2.1.1 Einteilung der UV-Strahlung™

Das erste Gesetz der Photochemie besagt, dass ein photochemischer Prozess nur dann
ablaufen kann, wenn Photonen absorbiert werden. Das gilt auch fiir biologische Systeme.
Photobiologische Prozesse konnen demnach nur dann ausgelost werden, wenn das
eingestrahlte Licht auch absorbiert wird. Die biologisch relevante UV-Strahlung hat man in
drei Banden eingeteilt. Die UV-C Bande umfasst den Bereich von 100-200 nm und wird von
allen zelluldren Bestandteilen absorbiert. Der Filtereffekt der Ozonschicht bewirkt jedoch,
dass das auf die Erde einstrahlende Sonnenlicht kaum UV-C Strahlung enthélt. Die UV-B
Bande (280-320 nm) wird vor allem von den Nukleinbasen und den aromatischen
Aminosduren absorbiert, wihrend die UV-A Strahlung (Black light, 320-400 nm) zwar auch
noch von der DNA absorbiert wird, aber vorwiegend zur Photosensibilation durch exogene
und endogene Substanzen fiihrt. Das sichtbare Licht schlieBlich ist fiir die meisten

photobiologischen Phinomene wie z. B. die Photosynthese verantwortlich.

2.1.2 Photochemieder Nukleinbasen

Die Nukleinbasen werden in Purin- (Guanin und Adenin) und Pyrimidinbasen (Thymin,

Cytosin und Uracil) eingeteilt. Die Purinbasen sind zehnmal resistenter gegeniiber UV-

0 NH, 0 0 NH,
H H H
JosBer I epe e
HzN)\\N 1\{ L\N 1\{ 02\1T1 O)\ITI OZ\ITI
H H H H H

Guanin Adenin Uracil Thymin Cytosin

Strahlung als die Pyrimidinbasen.'” Gasparro et al. konnten durch die Isolierung eines

6

Adenindimers zeigen, dass sie UV-induzierte Reaktionen eingehen.'® Auch andere

Pyrimidinphotoprodukte konnten detektiert werden.'”



2 Kenntnisstand

Alle Pyrimidinbasen, insbesondere Uracil bilden bei UV-Bestrahlung sogenannte

Pyrimidinhydrate, die innerhalb der DNA zu Mutationen fiihren (Schema 2.1).'* Sie entstehen

0] (0]
H H
N 5 hv SN
| —
)\ 4 HZO )\
(0) Il\I 0) ITI OH
H H

Schema 2.1. Photohydratation am Beispiel des Uracils

durch photochemische Additon von Wasser an die 4,5-Doppelbindung. Wenn Thymin in
wisseriger Losung mit Licht von 254 nm photolysiert wird, bildet sich durch eine [2+2]-
Cycloaddition das Thymin-Dimer, das bei Bestrahlung in gefrorenem Zustand das

Hauptprodukt darstellt (Abb. 2.1)."*'” Auch die anderen Pyrimidinbasen reagieren mit sich

0 o N |
H H
“~ - Py
07 N
)\ /g LN
07N N0 H)\ |

I
H H 0 1TI
H
Thymin-Dimer (6-4) Addukt von Thymin

Abbildung 2.1. Photochemische Addukte von Thymin

selbst und untereinander in gleicher Weise. Neben den Cyclobutan-Typ-Addukten sind (6-4)

1921 ynd Photoaddukte zwischen Purinen und

Addukte zwischen den Pyrimidinen
Pyrimidinen®* bekannt. Der Mechanismus der (6-4)-Addukt-Bildung beinhaltet eine [2+2]
Photocyclisierung zu einem instabilen Oxetan, das rasch zu dem beobachteten Produkt

zerfillt.??
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2.1.3 Photosensibilisierung nach dem Typ-I M echanismus

Wird nicht die Nukleinbase direkt angeregt, sondern ein exogener oder endogener
Sensibilisator, so kann der seine Energie auf die Nukleinbasen iibertragen. Organische
Photosensibilisatoren gehen durch Absorption eines Photons in den angeregten Zustand unter
Spinerhalt (Singulett-Zustand), der aber nur sehr kurzlebig ist (1-100 ns), und gelangen durch
Intersystem Crossing unter Spin-Umkehr in den Triplett-Zustand, der in den meisten Féllen
eine lingere Lebenszeit (us bis s) hat.'” Reagiert dieser Triplett-Zustand, der iiber zwei
ungepaarte Elektronen verfiigt, mit den Nukleosiden durch Elektronentransfer oder
H-Abstraktion, handelt es sich dabei um Typ-I-Sensibilisatoren.”* Unter H-Abstraktion
reagieren beispielsweise die Triplett-Zustinde von Acetophenon® oder Benzophenon,*® unter
Elektronentransfer Riboflavin und Menadion.”” Da Guanin das niedrigste Oxidationspotential
der Nukleinbasen aufweist (1.28 V)**, wird es besonders leicht durch Typ-I-Sensibilatoren
oxidiert (Schema 2.2). Das aus dem Elektronentransfer resultierende Guaninradikalkation ist
innerhalb der DNA durch die Basenpaarung mit Cytosin zudem besonders stabilisiert.”” Nach
Deprotonierung [pKs (Guaninradikalkation) = 3.97%° erfolgt die Bildung des neutralen
Guaninradikals, das nach Addition von molekularem Sauerstoff zu 2,2-Diamino-4-[2-desoxy-
B-D- erythro-pentofuranosyl)amino]-5-(2H)-oxazolon (Oxazolon) *! und 2-(S)-2,5¢-Anhydro-
1-(2-desoxy-3-D-erythro-pentofuranosyl)-5-guanidinyliden-2-hydroxy-4-imidazolidin  (Oxo-
imidazolidin)* fiihrt, die somit als typische Produkte von Photo-Typ-I-Reaktionen gelten und
als Guanidin-freisetzende Produkte detektiert werden (Abschnitt 2.4.2). Nur bei der
Untersuchung von DNA, nicht aber bei der des reinen Nukleosids dG, konnten signifikante
Ausbeuten an 4,8-Dihydro-4-hydroxy-8-0x0-2'-desoxyguanosin (8-0xodG) durch Photo-Typ-
I-Sensibilatoren erzielt werden. Das beruht darauf, dass innerhalb der DNA das zunichst
gebildete Guaninradikalkation so stabilisiert ist, dass neben der Protonabspaltung unter
Bildung des neutralen Guaninradikals auch Wasser-Addition unter Bildung von

8-0xodG stattfindet. ™

2.1.4 Photosensibilisierung nach dem Typ-11-Mechanismus

Ubertrigt der angeregte Sensibilisator seine Energie nicht direkt auf das Substrat (z. B. das
Nukleosid) sondern auf molekularen Triplett-Sauerstoff, so entsteht elektronisch angeregter
Singulett-Sauerstoff. Dieser Energietransfer kann nur dann stattfinden, wenn die Triplett-

Energie des Sensibilisators energetisch hoher liegt als der Triplett-Zustand des Sauerstoffs (94
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Schema 2.2. Oxidationsprodukte von dG durch Typ-I-Photosensibilatoren

kI mol™).** Das ist der Fall bei Methylenblau,”> Bengalrosa®® und auch bei Porphyrin-
Derivaten,”’ die daher alle vorwiegend als Sauerstoff-Sensibilisatoren reagieren. Man
bezeichnet sie auch als Typ-II-Sensibilisatoren.”* Singulett-Sauerstoff stellt eine sehr reaktive
Sauerstoff-Spezies dar. Sie reagiert mit Guanin in einer [4+2]-Cycloaddition unter Bildung

eines Endoperoxids als Zwischenstufe (Schema 2.3). Durch Reduktion entsteht
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Schema 2.3. Oxidationsprodukte von dG durch Typ-II-Photosensibilatoren

aus diesem 8-0x0dG.*® Es wird berichtet, dass dieses Produkt von Singulett-Sauerstoff weiter

39-41

umgesetzt werden kann zu Oxazolon. Hierbei wird ein intermedidres Dioxetan gebildet,

das dann in einer Kaskade von Prozessen zerfallt.

2.2 DNA-Schaden durch Radikale

Photosensibilisatoren konnen ihre Energie nicht nur direkt auf die DNA oder auf molekularen
Sauerstoff iibertragen, sondern konnen auch unter Freisetzung von Radikalen zerfallen.
Radikale treten im Organismus ubiquitdr auf, kdnnen aber bei unkontrollierter Generierung,
induziert beispielsweise durch UV-Strahlung, verheerende Schéden anrichten. Im Folgenden
seien die wichtigsten Radikale aufgelistet, die an Schidigungen im Organismus beteiligt sein
konnen. Neben ihrer Reaktivitit wird auf die jeweilige Bedeutung und die fiir
photobiologische Untersuchungen angewandten Generierungsmethoden der entsprechenden

Radikale ndher eingegangen.
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2.2.1 Hydroxylradikale

Hydroxylradikale sind die kurzlebigsten und reaktivsten Radikale.*” Sie treten im
menschlichen Sauerstoffmetabolismus in der Atmungskette auf, bilden sich durch Reduktion
von  Wasserstoffperoxid,”” das in Zellen generiert wird, aber auch aus
Fettsdurehydroperoxiden nach metallkatalytischer oder photochemischer Zersetzung.** Fiir die
Untersuchung der biologischen Effekte der Hydroxylradikale ist es wichtig, diese selektiv zu

generieren (Schema 2.4). Die Radiolyse von Wasser stellt nur eine sehr unselektive Methode

+
(a H,O L H,O @» H;O0© + °*OH
Fez+ Fe3+

(¢)  |Chromophor —OH v, OH

Schema 2.4. Methoden der Generierung von Hydroxylradikalen

dar, da die dabei notige Strahlungsintensitit auch zur direkten Zerstorung des zu
untersuchenden Materials fiihrt [Schema 2.4(a)]. Die Fenton-Reaktion, bei der aus
Wasserstoffperoxid durch Elektroneniibertragung Hydroxylradikale freigesetzt werden, ist
wesentlich milder als die Radiolyse, hat aber das Problem der Gegenwart von Metallionen, die
unerwiinschte Nebenreaktionen, wie beispielsweise die Komplexierung von Enzymen,
bewirken [Schema 2.4(b)].** In neuester Zeit ist man dazu iibergegangen, Hydroxylradikale
iiber sog. Photo-Fenton-Systeme zu generieren [Schema 2.4(c)]. Dabei handelt es sich um
Verbindungen, die iiber einen im UV-Bereich absorbierenden Chromophor verfiigen, an den
iiber eine sehr schwache Bindung (N-O oder O-O) die Hydroxylgruppe gebunden ist.*>™'
Nach Anregung des Chromophors erfolgt intramolekularer Energietransfer, der zur Homolyse
der labilen NO- oder OO-Bindung und somit zur Hydroxylradikalfreisetzung fiihrt. In
Abbildung 2.2 sind einige Beispiele solcher Reagenzien angegeben.

Die Agressivitit der Hydroxylradikale pragt ihre Reaktivitdt gegeniiber der DNA. Neben den

Nukleinbasen, von denen im Gegensatz zu den oben beschriebenen Typ-I und Typ-II

photosensibilisierten Reaktionen alle betroffen sind,’* wird auch das Zuckergeriist angegriffen
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Abbildung 2.2. Beispicle fiir Photo-Fenton-Reagenzien

und zwar durch H-Abstraktionen. Die Desoxyriboseeinheit der DNA verfiigt {iber sieben
Wasserstoffatome, die prinzipiell alle abstrahiert werden konnen. An C-2' und C-5' sind
jeweils zwei H-Atome gebunden. Osman et al. haben berechnet, dass die theoretische
Abstraktion der Wasserstoffatome an den Positionen C-1' bis C-5', die direkt mit der
jeweiligen C-H Bindungsenergie korreliert,” nur im Fall der an C-2' gebundenen H-Atome
aufgrund der groBeren Entfernung zum Sauerstoff-Atom energetisch hoher liegt.™*
Markierungsexperimente zeigten jedoch, dass im Falle der superhelikalen DNA
Hydroxylradikale zwar alle Wasserstoffatome abstrahieren, aber der Hauptangriff an
Positionen C-4' und C-5' erfolgt.”® Entscheidend fiir die Selektivitit, die erstaunlich ist in
Anbetracht der hochreaktiven und diffusionskontrolliert reagierenden Hydroxylradikale, ist
die Zuginglichkeit der Wasserstoffatome innerhalb der DNA.’® In Schema 2.5 ist beispielhaft
der Zerfallsweg des nach H-4'-Abstraktion entstehenden C-4'-Radikals unter atmosphérischen
Bedingungen beschrieben. In Gegenwart von molekularem Sauerstoff bildet sich ein
Hydroperoxid, das tiber eine Criegee-Umlagerung und anschlieBende Eliminierungs- und
Substitutionsschritte den Bruch der Zucker-Phosphat-Bindung bewirkt, was als
Strangbruchbildung bezeichnet wird.”’

Strangbruchbildung kann nicht nur durch einen direkten Angriff der Hydroxylradikale an der
Zuckereinheit erfolgen, sondern auch iiber Basenschidden vermittelt werden.”® Guanin reagiert
mit Hydroxylradikalen bevorzugt an Positionen C-4 und C-8, wobei im ersten Fall als
Endprodukt Oxazolon entsteht, wahrend das C-8-Addukt unter oxidativen Bedingungen zu
8-0x0dG und unter reduktiven Bedingungen zu Fapy-dG umgesetzt wird (Schema 2.6). Auch
die andere Purinbase Adenin wird bevorzugt an C-8 angegriffen, so dass auch hier vor allem

das entsprechende 8-0x0dA beziehungsweise Fapy-dA detektiert wird.
-9.-
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Schema 2.5. DNA-Strangbruchbildung durch H-Abstraktion an C-4'

ﬁI\> oo x OH\\> ﬁ'”xt\>

H,0

cs | .
Angriff| ~OH leO, 0,

(0) (0) 0 0 NH,
H . H
N N SN N —OH " j\: ><NH2
| >\ — N
)\\ N, OH )\\ N |
H,NT SN \ H,NT SN \ dR
dR dR

Oxazolon
I\¢ e, H l e, H
H 0 H
/
N LN N\fo
| >:O )\ H
N NS
N HNT N7 TN
dR
8-oxodG Fapy-dG dR = Desoxyriboserest

Schema 2.6. Durch Hydroxylradikale erzeugte oxidative Schiaden an dG
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Die Pyrimidinbasen sind mit der Doppelbindung zwischen C-4 und C-5 gegeniiber
Hydroxylradikalen besonders empfindlich, die an diese Doppelbindung addieren. In

Gegenwart von molekularem Sauerstoff entstehen die entsprechenden Hydroperoxide.”

2.2.2 Kohlenstoffradikale

Im normalen Metabolismus werden kohlenstoffzentrierte Radikale kaum in hohen
Konzentrationen gebildet, aber unter besonderen pathologischen Bedingungen, wie z. B. beim
oxidativen Stress oder bei genetischen Fehlordnungen kann es unter Auftreten erhohter
Konzentrationen an Kohlenstoffradikalen zu einem unkontrollierten Metabolismus von
Kohlenhydraten® oder Aminosauren®** kommen. Auch die Toxizitit einiger Chemikalien,
wie der von Tetrachlorkohlenstoff,63’64 von Hydrazinderiva‘[en,65 von Ethanol,66 von
Diazochinonen®” und organischer Hydroperoxide® beruht auf den bei deren metabolischen
Abbau jeweils freigesetzten Kohlenstoffradikalen.

Alkylradikale sind zwar weniger reaktiv als Hydroxylradikale, kdnnen aber wie diese
ebenfalls Wasserstoffatome abstrahieren und an Doppelbindungen addieren, was zur
Strangbruchbildung oder DNA-Basen Alkylierung fiihrt. Purin-Basen werden vorwiegend an
Position C-8 angegriffen.””’° Im Falle von Guanin wurde auch in geringen Mengen
N7-Alkylierung beobachtet.’® Mit Pyrimidinbasen reagieren Kohlenstoffradikale vorwiegend
durch Addition an die Doppelbindung zwischen C-5 und C-6.

Fiir Kohlenstoffradikale wurden modellhaft Methylradikale untersucht, die vorwiegend zur

Bildung von 8-MeGua fiihrten.”"’* Dieses Addukt wurde sogar in vivo nach

Applikation von fert-Butoxylhydroperoxid beobachtet, das nach Reduktion mit Fe(Il) zu den
gewiinschten Methylradikalen zerfillt.”? Als weitere Quelle wurde DMSO eingesetzt, das

nach Reaktion mit Hydroxylradikalen ebenfalls Methylradikale generiert.”®”*

-11 -
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2.2.3 Peroxylradikale

Peroxylradikale sind besonders relevant fiir die DNA-Schidigung, da sie in den Zellen aus
Fettsdurehydroperoxiden hervorgehen, die im Organismus zwar bedeutend sind fiir den Auf-
bau von wichtigen Signalverbindungen, aber bei einer Uberproduktion unter dem Einfluss von
oxidativem Stress verheerend sein konnen. Die Bildung von Peroxylradikalen aus Hydro-
peroxiden wird beispielsweise durch die Katalyse von verschiedenen Peroxidasen bewirkt,””"”
sogar in der Rattenleber konnte ein entsprechender Zerfall beobachtet werden.”™ Im iibrigen
werden auch aus Kohlenstoffradikalen bei Anwesenheit von molekularem Sauerstoff

Peroxylradikale generiert, auf die manche Krankheiten,”

selbst das Altern zuriickgefiihrt
werden.*® Konventionell werden dementsprechend Peroxylradikale in wisserigem Medium
durch die Fenton—Reaktion dargestellt. Dabei wird Wasserstoffperoxid zu Hydroxylradikalen
reduziert, die ihrerseits mit Substraten durch  H-Abstraktion oder Addition an CC-
Doppelbindungen zu Kohlenstoffradikalen reagieren, die sodann in Gegenwart von
molekularem Sauerstoff zu Peroxylradikalen umgesetzt werden.®** Auch angeregte Ketone,

und Azoverbindungen wurden als Vorldufer fiir Peroxylradikale eingesetzt.*

Peroxylradikale, generiert aus der Azoverbindung AAPH, fiihrten zu Strangbriichen und

NH
NH,
N—N
H,N

NH
AAPH

oxidierten alle DNA-Basen, wobei auch 8-oxodG gebildet wurde.*® Das Schadensprofil kann
man aber nicht fiir alle Peroxylradikal-generierende-Syteme verallgemeinern,*>%

Peroxylradikale zerfallen monomolekular unter Freisetzung von Superoxidradikalanionen,
wenn die resultierende positive Ladung am Kohlenstoffatom stabilisiert werden kann (Schema

2.7).Y

) )
+
«0-O—C—X-R" $: X-R"
R' q R
05
X =NH, O

Schema 2.7. Monomolekularer Zerfall von Peroxylradikalen
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Ansonsten kombinieren sie aufgrund ihrer relativ langen Lebensdauer in einer bimolekularen
Reaktion zu einem Tetraoxid, mit dem sie bei tiefer Temperatur im Gleichgewicht stehen.*®

Fir das Tetraoxid ergeben sich drei prinzipielle Zerfallswege (Schema 2.8). Die wohl

0,

O

Dor — L

(a) R _0O R
R H

T

R
R o o R
RO OS AR R\fo 0 __R
(b) HY \H H‘DCH — HY
(I) CI) R H/O_O/ 5
H H
0,
0° CR
O _0s CR - ACRs
© R oot > RC O

Schema 2.8. Zerfallswege der Peroxylradikale tiber das Tetraoxid

bekannteste ist die Russell-Reaktion, bei der das aus zwei primdren oder sekundiren
Peroxylradikalen gebildete Tetraoxid in einer elektrocyclischen Reaktion ohne Beteiligung
freier Radikale als Zwischenstufe in molekularen Sauerstoff, ein Keton und einen Alkohol
zerfallt [Schema 2.8 (a)].89 Dabei entsteht zur Spinerhaltung entweder das Keton im Triplett-
Zustand und der Sauerstoff im Singulett-Zustand oder umgekehrt. Ein weiterer
Zerfallsprozess flihrt zur Bildung von Wasserstoffperoxid und zwei Carbonylverbindungen,
wobei als Ubergangszustand zwei Sechsringe unter Beteiligung von zwei Wassermolekiilen
denkbar ist [Schema 2.8 (b)].” Beim Hydroxymethylperoxylradikal ist dieser Weg die
Hauptreaktion.”® SchlieBlich ist der Zerfall des Tetraoxides in molekularen Sauerstoff und

zwei Oxylradikale moglich [Schema 2.8 (c)].”"

2.24 Alkoxylradikale

Wie die Peroxylradikale gehen auch die Alkoxylradikale aus Fettsdurehydroperoxiden hervor.
Sowohl photochemisch als auch durch Beteiligung von Metallionen (Fenton-Reaktion)

zerfallen diese unter Freisetzung von Alkoxylradikalen.** Als Modell fiir die Fettsidure
-13-
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abgeleiteten Alkoxylradikale wurde das ter-Butoxylradikal untersucht. Es wurde generiert aus
tert-Butylhydroperoxid durch Fenton-Reaktion, aber vor allem {iber Photo-Fenton-

Reagenzien, von denen die wichtigsten in Schema 2.9 aufgefiihrt sind.”*® Den Perester 4
O._ _OO'Bu OO'Bu

(L
N S

OR L
| NEt;" Cl
1b R="Pr
1c R="Bu 4 Psoralensystem

Schema 2.9. Beispiele fiir Photo-Fenton-Reagenzien als Vorldufer fiir Alkoxylradikale

zeichnete insbesondere seine DNA-bindende Eigenschaft aus,”>” das Psoralensystem die
Fihigkeit zwischen die DNA-Basen zu interkalieren.”*

Sowohl Strangbruchbildung als auch Oxidation der DNA-Base Guanin zu Guanidin-
freisetzenden Produkten wurde den fert-Butoxylradikalen zugeschrieben.”

Weiterhin ist bekannt, dass Alkoxylradikale unter 1,2-H-Shift (besonders primére oder
sekundédre Alkoxylradikale) oder B-Spaltung (tertidre Alkoxylradikale) zu Folgeradikalen

zerfallen kénnen (Schema 2.10).*

-Spaltung R | H-Shift

RZ2 4+ =<——= RE(C—Oe > RE(C—OH

>:o b3 mit R! =H b3
R!=R?’=H

R'=R’=R’=H

Schema 2.10. Zerfallsmdglichkeiten von Alkoxylradikalen
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2.3 Photo-Fenton-Reagenzien:  Grenzen ihrer  Anwendung  fir

photobiologische Studien

2.3.1 DasPyridinthionsystem: Probleme durch Photoprodukte

Das Pyridinthionsystem wurde als photochemischer Vorldufer fiir synthetische Zwecke aber
auch fiir photobiologische Zielrichtungen eingesetzt.**** Besonders fiir die Untersuchung der
schddigenden Effekte von Hydroxylradikalen auf DNA fand das Pyridinthion 1a Anwendung,
da es die Freisetzung dieser Radikale unter recht milden Bedingungen (350 nm) ermdglich-
te.*® Laserblitz-Experimente zeigten jedoch auf, dass das Pyridinthion 1a weit davon entfernt

ist, eine saubere und spezifische Quelle fiir Hydroxylradikale zu sein (Schema 2.11).%

N~ =S N~ S

OH b

1a
hv
hv hv H,0 /-0H hv

*
X = X
| | + -om |
~ + c aq
ITI S N S. Il\I S
OH (0]

Schema 2.11. Primédre Photoprozesse des Pyridinthions 1a

Das Pyridinthion 1a hat einen pKs-Wert von 4.67 und liegt deshalb in neutralem wissrigem
Medium vorwiegend in der deprotonierten Form vor. In dieser Form kann es leicht
photoionisiert werden, wobei mit relativ hoher Effizienz nach photochemischer Anregung
hydratisierte Elektronen emittiert werden. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass das bei
der Photolyse des Pyridinthions intermedidr entstehende Betain 5 als Elektronenakzeptor
wirkt und somit durch Typ-I-Photoprozesse Oxidation von Guanin in dG und DNA

hervorrufen kann (Schema 2.12).”° Dieser Effekt kommt im Falle des Hydroxyderivats 1a
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Schema 2.12. Photoprodukte bei der Bestrahlung der Pyridinthione 1a-c

nicht zum Tragen, da die bei seiner Photolyse ebenfalls gebildeten Photoprodukte 2,2'-
Dipyridindisulfid-N-oxid und insbesondere 2,2'-Dipyridindisulfid-N-N'-dioxid als Quencher
wirken und somit die Photooxidation durch das Betain 5 inhibieren. Das dem Pyridinthion 1a
analoge fert-Butoxylderivat 1c hingegen, das mit der Zielrichtung entwickelt wurde, die
schddigenden Effekte von Alkoxylradikalen auszuloten, erwies sich zwar als photochemische
tert-Butoxylradikalquelle, die von dem Betain 5 ausgehenden Photo-Typ-I-Prozesse
dominierten aber deutlich die Effekte der fert-Butoxylradikale insbesondere bei
Langzeitphotolyse, da im Falle der Alkoxyderivate des Pyridinthions die Inhibitoren 2,2'-
Dipyridindisulfid-N-oxid und 2,2'-Dipyridindisulfid-N-N'-dioxid nicht gebildet werden.
Zeitabhingige Studien demonstrierten, dass die Guanin-Oxidation bei der Bestrahlung des
tert-Butoxypyridinthions 1c erst nach dessen Zersetzung, also durch die Photoprodukte
verstiarkt induziert wurden. Fiir das Isopropoxyderivat wurde die gleiche Beobachtung
gemacht.”” Diese komplexen Photoprozesse, die bei der Photolyse der Pyridinthione 1a-c die
Radikalfreisetzung begleiten, schlieen eine spezifische Untersuchung der Oxylradikale als

schddigende Spezies aus.

2.3.2 DasPyridon- und Thiazolthionsystem: spezifische Radikalvorlaufer

Sowohl das Pyridon- als auch das Thiazolthionsystem erwiesen sich als photochemische

Oxylradikal-Quellen. Thiazolthione zeigten sich unter Ausnutzung dieser Eigenschaft als gute
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Vorstufen fiir den Aufbau von substituierten Tetrahydrofuranen und Pyranen.”® Das Pyridon
2a wurde intensiv iiber Laserblitz-Studien untersucht, in denen gezeigt werden konnte, dass
im Gegensatz zu dem Zerfallsprozess des Pyridinthions 1a die homolytische NO-Spaltung der
einzige Primir-Photoprozess ist, den dieses Photo-Fenton-Reagenz durchlduft (Schema

2.13).” Dabei entsteht neben dem Hydroxylradikal das Pyridyloxylradikal A, von dem nicht

hv 4 \A\S

1
OH

X
(L, - | om
S

schadigende Spe21es

A

Schema 2.13. Pyridon und Thiazolthion als saubere photochemische Radikalquellen

zu erwarten ist, dass es biologische Schidden hervorrufen kann. Dies konnte durch
photobiologische Studien mit dG und DNA bestitigt werden, die den bei Bestrahlung
freigesetzten Hydroxylradikalen die beobachteten Schidden zuordneten und Photoprodukte als
schidigende Spezies sowie Sensibilisierungsprozesse ausschlossen.® Auch fiir das
Thiazolthion 3a' ergaben photobiologische Untersuchungen, dass es sich hierbei um eine
saubere photochemische Hydroxylradikalquelle handelt, bei der andere Photoprozesse neben

dem der Radikalgenerierung keine Rolle fiir das Schadensprofil dieser Verbindung spielen.”’

2.4 Methoden der Detektion von DNA-Schaden

2.4.1 Detektion von Strangbrichen in superhelikaler pBR 322 DNA

Einzelstrangbriiche kénnen mittels Gelelektrophorese nachgewiesen werden.'” Man
verwendet dafiir superhelicale pBR 322 DNA, die sich nach Einzelstrangbruch in die
offenkettige Form umwandeln kann. In dieser Form ist die DNA weniger kompakt als in der
superhelikalen und lduft deshalb im von auflen angelegten elektrischen Feld langsamer durch
das Agarosegel. Die entstandenen DNA-Spots werden durch Ethidiumbromid, einem
fluoreszierenden, in die DNA interkalierenden Farbstoff sichtbar gemacht. Das

Fluoreszensbild wird photographiert, und durch Messung der Intensitit der Fluoreszens-
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strahlung eines jeden Spots kann das Verhéltnis zwischen superhelikaler und offen-circularer

DNA quantifiziert werden.

2.4.2 Detektion oxidativer Schaden an dG

Fiir die Analytik oxidativer Schdden an Guanin in dG wird die HPLC angewendet. Zur
Untersuchung der Schidden an dem Nucleosid dG wird der Umsatz an dG iiber einen UV-
Detektor (254 nm) bestimmt. Die Quantifizierung von 8-oxodG erfolgt iiber eine
elektrochemische Detektion (450 mV).'”" Bei der Bestimmung von Oxazolon und
Oxoimidazolidin nutzt man deren Eigenschaft aus, in alkalischer wissriger Losung (pH 13)
mit einer Halbwertszeit von t;» = 3 min bei 65 °C quantitativ Guanidin freizusetzen.'%?
Guanidin wird dann mit 1,2-Naphthochinon-4-sulfonat (NQS) zu einer fluoreszierenden
Verbindung umgesetzt, die HPL-chromatographisch durch einen Fluoreszensdetektor

quantifiziert wird (Schema 2.14).'®

NH,

H\N ~° \w
o~ L —
0

OH NH

Oxoimidazolidi NaOH )k
Xoimidazolidin
65°C,10min ~ H,N~ “NH,

Agx. = 355 nm
Oxazolon AEm. = 405 nm

Schema 2.14. Indirekte Bestimmung von Oxazolon und Oxoimidazolidin durch
Quantifizierung von nach alkalischer Hydrolyse freigesetztem Guanidin

mittels NQS
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3 Kapitel 1. Pyridon 2c im Vergleich mit Perester 4 -
Photooxidative Schaden an dG und DNA durch tert-

Butoxylradikale?

3.1 Problemstellung

Es gibt eine Vielzahl von reaktiven Radikalen, die im biologischen System beim
Metabolismus exogener Verbindungen, durch UV-Strahlung oder durch oxidativen Stress
generiert werden. Von diesen Spezies ist den Hydroxylradikalen ein besonderes Interesse

entgegengekommen, da sie die reaktivsten Radikale darstellen.*”

Fiir photobiologische
Studien dieser Radikale ist man auf deren saubere, selektive aber auch schonende Generierung
angewiesen. Bedingt durch die Prisanz Hydroxylradikal-induzierter DNA- und Zellmembran
Schidden im Zuge der immer intensiveren terrestrischen UV-Strahlung und durch die hohen
Anforderungen, die an das Radikal-generierende System fiir photobiologischen Studien
gestellt werden, ist eine Vielzahl von Photo-Fenton-Reagenzien entwickelt worden, die auf
sehr milde Weise Hydroxylradikale freisetzen. Neben den Hydroxylradikalen sind aber auch
andere im Metabolismus gebildete Oxylradikale fiir die DNA Schidigung relevant. Die
diesbeziigliche Untersuchung von Alkoxylradikalen ist noch im Anfang begriffen und die
Photo-Fenton-Reagenzien, die man zu deren Generierung weiterentwicklet hat, konnten bis
auf den Perester 4 nur unzulinglich {iberzeugen. Insbesondere das Pyridinthion-System 1a,
das als Parade-Reagenz fiir die Freisetzung von Hydroxylradikalen sowohl fiir synthetische als

auch fiir photobiologische Zwecke galt,***

erwies sich in den Pyridinthionen 1b und 1c als
ungeeignet zur selektiven Untersuchung von Alkoxylradikalen.”

Im Gegensatz zu dem Pyridinthion 1a stellte sich das Pyridon 2a als saubere photochemische
Quelle fiir Hydroxylradikale heraus.”® Es sollte deshalb der vorteilhafte Pyridon-Chromophor
ausgenutzt werden, um nach entsprechender Derivatisierung des Pyridons la eine selektive
Quelle fiir tert-Butoxylradikale zu entwickeln und sie mit dem Schadensprofil der bereits
etablierten Radikalquelle 4 zu vergleichen.

Die Generierung von tert-Butoxylradikalen aus Pyridon 2c, sollte unter Anwendung von
DMPO als Spin-Trap mit anschlieBender EPR-Spektroskopie nachgewiesen und durch die
Aufklarung der bei der Bestrahlung gebildeten Photoprodukte weiter bestitigt werden, da

letztere einen Hinweis darauf geben, ob die photochemische Zersetzung dieser Verbindung

iiber einen NO-Bindungsbruch verlduft (Schema 3.1). Bei den EPR-Studien sollten zur
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Schema 3.1. Untersuchung der tert-Butoxylradikalquelle 2c und 4

besseren Simulierung der Experimente mit biologischem Material Wasser als Medium und
moglichst geringe Konzentrationen an Substrat DM PO eingesetzt werden. Das ist besonders
relevant, da bekannt ist, dass tert-Butoxylradikale in wéssrigem LoOsungsmittel in
Methylradikale zerfallen, die ihrerseits auch als schidigende Spezies in Frage kommen.* Die
EPR-Experimente sollten Antwort geben, ob die Methylradikale iiberhaupt in bedeutenden
Konzentrationen von DM PO abgefangen werden kdnnen.

Falls nachgewiesen werden kann, dass das Pyridon 2c durch photochemisch induzierten NO-
Bindungsbruch tert-Butoxylradikale freisetzt, sollten dessen Reaktividt gegeniiber dG
(Basenoxidation) und pBR 322 DNA (Strangbruchbildung) untersucht werden. Ein
besonderes Augenmerk sollte darauf gerichtet sein, ob die jeweiligen oxidativen Schiden auf
die bei der Bestrahlung generierten Radikale zuriickzufiihren sind, was durch Anwendung von
Radikalfangern iberpriift werden sollte, und ob die bei der Bestrahlung gebildeten
Photoprodukte durch Sensibilisierung an der Vermittlung oxidativer Schiden durch das
Pyridon 2c beteiligt sind. Letzteres sollte durch detaillierte zeitabhéngige Studien gepriift
werden, die im positiven Fall keine oxidative Schadensbildung sowohl an pBR 322 DNA als
auch an dG nach vollstindigem photolytischen Verbrauch der Radikalquelle ergeben sollte.
Zur Untersuchung, ob auch Methylradikale an der Basenschddigung beteiligt sind, sollte die
Bildung von 8-MedG bei Bestrahlung unter Ausschluss von molekularem Sauerstoff
iiberpriift werden.

Die Reaktivitdt des Pyridons 2c sowohl gegeniiber DM PO als auch gegeniiber dG sollte mit

der bereits etablierten tert-Butoxylradikalquelle 4 verglichen werden. Damit sollte es
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ermdglicht werden, ein allgemeines Reaktions- und DNA-Schadensprofil von tliber Photo-

Fenton-Reagenzien generierten fert-Butoxylradikalen zu entwickeln.
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3.2 Ergebnisse

3.2.1 Synthesevon Pyridon 2c und Perester 4

Das tert-Butoxyderivat des Pyridons 2a, das in dieser Arbeit als photochemische fert-
Butoxylradikalquelle etabliert werden sollte, wurde ausgehend von der kduflich erhéltlichen
Hydroxamséure 2a durch Alkylierung der Hydroxylgruppe dargestellt. Als Elektrophil wurde
tert-Butylbromid und zur Unterstiitzung der dabei ablaufenden Sy1-Reaktion Silberoxid als
Katalysator eingesetzt. Das tert-Butoxypyridon 2¢ wurde auf diese Weise in einer Ausbeute

von 43% hergestellt (Schema 3.2, V-2).

| = ‘BuBr, Ag,0 _ | N
CH,Cl,, Riickfluss, 12h

oo [43%] Moo
OH ) O'Bu
2a 2c

Schema 3.2. Synthese des Photo-Fenton-Reagenzes Pyridon 2¢

Der Perester 4 wurde als vergleichendes System ebenfalls synthetisiert. Die fiinfstufige

Syntheseroute ist in Schema 3.3 aufgefiihrt (V-3 bis V-7).'%1%

(0) Cl (0) OMe (0) OMe
NaOH, MeOH _ DMF, NEt; N
15[§%/2] h Toluol, Aceton, Riickfluss, 24 h
0
. [58%]
0,
(Lit. 93%) (Lit. 59%)
Cl V-3 Cl V-4 NEt;" CI
0 OH ¢} Cl 0 00'Bu
18% HCI 30Cl ‘BuOOH, Pyridin
> — 22 5 >
100 °C, 24 h 50°C, 24 h CH,Cl,, 25 °C, 10 h
[95%] [75%] [.66%]0
(Lit. 94%) (Lit. 94%) (Lit. 65%)
V-5 NEt;"CI' V-6 NEy crr VT NEt;" CI

Schema 3.3. Synthese des Peresters 4
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3.2.2 Photochemischer Zerfall von Pyridon 2c

Nach erfolgreicher Synthese des fert-Butoxypyridons 2¢ wurde sein Absorptionsverhalten
iiberpriift. Es zeigt ein Absorptionsmaximum bei 300 nm [Ig € = 3.70, (Abb. 3.1)]. Die
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Molare Extinktionskoeffizient £ [Mcm™]

220 240 260 280 300 320

A [nm]

Abbildung 3.1. UV-Spektrum von tert-Butoxypyridon 2¢

Photolysen dieser Verbindung wurden deshalb bei 300 nm im Rayonet-Photoreaktor oder bei
312 nm unter einer Blacklightlampe durchgefiihrt.

Zur Untersuchung der Photoreaktivitit des Hydroxamsédureesters 2C wurde die
Quantenausbeute seines Zerfalls ®@g4.. bestimmt, dass heilit, es wurde festgestellt, ob und wie
effizient dieses Photo-Fenton-Reagenz photochemisch zersetzt wird.

Die allgemeine Definition der Quantenausbeute ist in Gl. 3.1 gegeben.'” Sie ist ein MaB fiir

Anzahl der umgesetzten Molekiile

Pyec = Gl.3.1

Anzahl der absorbierten Photonen

die Effizienz der lichtinduzierten Zersetzung. Der Umsatz an Pyridon 2c durch die Photolyse
wurde mittels HPLC und UV-Detektion bestimmt. Es wurde darauf geachtet, dass bei der
Bestimmung der Quantenausbeute der Umsatz kleiner 10% war, damit ein Einfluss der bei der
Bestrahlung gebildeten Photoprodukte ausgeschlossen werden konnte. Zur Messung des
Photonenflusses der Bestrahlungsquelle und somit der Anzahl der vom Pyridon 2c
absorbierten Photonen wurde die Ferrioxalat-Aktinometrie angewandt.'”” Grundlage dieser

Messmethode ist die photochemisch induzierte Reduktion von Fe 3* zu Fe *" durch C2042' (Gl
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3.2). Das gebildete Fe*" wurde nach Zugabe von Phenanthrolin als Eisen(II)-Phenanthrolin-

2FS + 0 —M > 2 FT + 2 CO, Gl. 3.2

Komplex UV-spektrometrisch quantifiziert.'®”’

Es konnte gezeigt werden, dass das Pyridon 2C photochemisch zersetzt wird. Die {iber die
Ferrioxalat-Aktinometrie bestimmte Quantenausbeute seines Zerfalls betrug 17% (V-12).

Als Produkte der photolytischen Zersetzung in wisseriger Losung wurden 2-Pyridon 6a (30%)
und 3-tert-Butoxypyridon 6C (27%) isoliert (Schema 3.4, V-13). Produkt 6a ist literatur-

O'Bu
AN AN A
> ITI 0O + N O
H

N0 H,0,5°C, 6 h |

O'Bu Umsatz 70% H

2c 6a 6c
30% 27%

Schema 3.4. Produkte bei der Photolyse des Pyridons 2c.

bekannt,” wihrend Pyridon 6¢ durch sein Massenspektrum und iiber NMR-spektroskopische
Methoden eindeutig charakterisiert werden konnte. Das Kopplungsmuster im 'H-NMR-
Spektrum belegte, dass im Pyridon-System die drei aromatischen Wasserstoffatome an drei
aufeinanderfolgenden C-Atomen gebunden sind. Durch die HMBC-Methode konnte die
Struktur schlieBlich definitv aufgeklart werden, da das Kohlenstoffatom der Carbonylgruppe
C-2' sowohl zu H-4' als auch zu H-6' eine starke J-Kopplung aufwies, wihrend eine

Kopplung zu H-5' nicht beobachtbar war (Abb. 3.2).

Abbildung 3.2. HMBC-Kopplungen zu C-2' in Photoprodukt 6¢
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3.2.3 Photochemische Radikalfreisetzung von Pyridon 2c

Nachdem gezeigt werden konnte, dass das Pyridon 2C photolabil ist, wurde untersucht, ob bei
seiner photochemischen Zersetzung tert-Butoxylradikale freigesetzt werden. Alkoxylradikale
sind kurzlebige Radikale und kdnnen in Losung nicht unmittelbar detektiert werden. Deshalb
wurden Abfangreaktionen mit der Spinsonde 5,5‘-Dimethylpyrrolin-N-oxid (DM PO)
durchgefiihrt. Allgemein entstehen durch Addition radikalischer Spezies an DM PO stabile
Nitroxylradikale, die mittels EPR-Spektroskopie erfasst werden konnen. In der Literatur sind
eine Vielzahl solcher Addukte und deren EPR-Spektren beschrieben und diskutiert
worden.'®!'” Anhand der Kopplungskonstanten im EPR-Spektrum kann auf die jeweils
addierte Spezies geschlossen werden.

Bei der Photolyse des Pyridons 2c in Gegenwart von DM PO wurde in Benzol ein DM PO-
Addukt gefunden, dessen Kopplungskonstanten mit den in der Literatur fiir tert-

Butoxylradikaladdukte zitierten Werten iibereinstimmten (Abb. 3.3, V-14).°%"%!1! Bei der

ay=12.8G

N H
aN 6)3}1
L]

DMPO-0O'Bu

Abbildung 3.3. EPR-Spektrum von DM PO nach Bestrahlung (300 nm, 10 °C, 10 min) in

Gegenwart von Pyridon 2¢ in Benzol.

photolytische Zersetzung des Pyridons 2c findet also ein NO-Bindungsbruch statt, unter
Freisetzung der fert-Butoxylradikale.

Da Reaktionen mit biologischem Material zur besseren Simulierung physiologischer
Bedingungen im allgemeinen in wisserigem Medium durchgefiihrt werden, wurde die
Photolyse des Pyridons 2c auch in Wasser EPR-spektroskopisch untersucht. In Gegenwart von
90 mM an DM PO und unter Ausschluss von molekularem Sauerstoff wurde neben dem fert-
Butoxyladdukt (DM PO-O'Bu) auch das DM PO-Addukt des Methylradikals (DM PO-Me) im
EPR-Spektrum identifiziert, wobei ersteres das Hauptaddukt darstellte (Abb. 3.4, V-15). Auch

_25.-



3 Pyridon 2c im Vergleich mit Perester 4
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Abbildung 3.4. EPR-Spektren nach der Photolyse (300 nm, 10 °C, 10 min) von Pyridon 3b
(3.00 mM) als Funktion der DM PO Konzentration in wésserigem Medium

unter Ausschluss von molekularem Sauerstoff.

der Einsatz geringerer Konzentrationen an DM PO fiihrte zur Bildung dieser beiden Addukte
(V-17). Es wurde jedoch beobachtet, dass mit abnehmender Konzentration an DMPO der
Anteil des Methylradikaladduktes immer weiter stieg und schlieBlich bei einer DM PO-
Konzentration von 30 mM die eindeutig vorherrschende Spezies war.

Die selbe Beobachtung wurde auch bei der bereits etablierten ters-Butoxylradikalquelle 4
gemacht. Hier war bei Photolyse in Gegenwart geringer Konzentrationen an DM PO ebenfalls
das Methylradikaladdukt die hauptsdchlich gebildete Adduktspezies, wihrend nur wenig tert-
Butoxylradikaladdukte erzeugt wurden (V-18). Im EPR-Spektrum der Peresterphotolyse war
zudem ein Addukt zu finden, das nur eine Kopplungskonstante zum Stickstoffatom nicht aber
zum [(-H-Atom aufwies. Es sollte aufgrund des Kopplungsmuster ein oxidatives

Zerfallsprodukt von DM PO sein, wurde jedoch nicht zweifelsfrei zugeordnet.

3.2.4 Photochemisch induzierte Strangbruchbildung durch Pyridon 2c

Das Abfangen von tert-Butoxylradikalen bei der Photolyse von Pyridon 2¢ manifestierte, dass
es sich bei diesem Reagenz um eine photochemische Radikalquelle handelt. Es galt nun zu

klaren, ob diese Verbindung in Analogie zu dem Perester 4 lichtinduziert DNA-Schiden
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vermittlen kann, und ob diese den mit DMPO abgefangenene Radikalen zugeschrieben
werden konnen.

Vor diesem Hintergrund wurde das Pyridon 2c (1.50 mM) in Gegenwart von superhelikaler
DNA bestrahlt (312 nm). Dies fiihrte zu Strangbriichen in der DNA (Bildung von 36% offen-
circulare DNA, V-19). Da die Photolyse ohne Anwesenheit der Radikalquelle den gleichen
Anteil an offen-circularer DNA (20%, Blindprobe, oben bereits abgezogen) aufwies wie die
nicht bestrahlte DNA-Probe, konnte die Schadensbildung eindeutig der photolytischen
Zersetzung des Pyridons 2¢ zugeordnet werden.

In Abb. 3.5 ist das Zeitprofil der Bildung offen-circularer DNA dargestellt (V-20). Es zeigt

(%] ¢
80 - }

60 -

® Umsatz an Pyridon 2c
O offen-circulare (OC) DNA [%]

40 A

20 A é

5 10 15 20 25 30

Zeit [min]

Abbildung 3.5. Zeitprofil der Strangbruchbildung durch die Photolyse (312 nm, 0 °C,
30 min) der superhelikalen pBR 322 DNA (10 mg/L in 0.5 mM KH,PO4
Puffer, pH 7.4) in Gegenwart von Pyridon 3b [Blindprobe (20% OC DNA)

ist schon abgezogen].

auf, dass nach vollstindiger Zersetzung des Pyridons 2C auch keine Strangbriiche mehr
induziert werden. Damit wurde die Beteiligung von Photoprodukten an der
Strangbruchbildung ausgeschlossen.

Die Gegenwart des Radikalfdngers Isopropanol (8 Vol%) bei der Photolyse reduzierte
signifikant die Bildung geschédigter, offen-circularer DNA von 36% auf 3% (Abb. 3.6, V-19).
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Abbildung 3.6. Einfluss von Isopropanol (8 Vol-%) auf die Strangbruchbildung in
superhelikaler pBR 322 DNA (10 mg/L in 0.5 mM KH,PO, Puffer, pH
7.4) bei der Photolyse (312 nm, 0 °C, 30 min) in Gegenwart von Pyridon
2¢ (1.50 mM); die Blindprobe (20% OC DNA) ist schon abgezogen.

3.25 Photochemisch induzierte Oxidation von dG durch Pyridon 2c und Perester 4

Neben dem Bruch des Zuckerriickgrats (Strangbruchbildung) stellt die oxidative
Basenmodifikation eine bedeutende Form der DNA-Schiddigung dar. Da Guanin die fiir
Oxidationen empfindlichste DNA-Base ist,”® wurde 2‘-Desoxyguanosin (dG) als Modell-
system flir Guanin in der DNA herangezogen und beziiglich oxidativer Basenschdden bei der
Bestrahlung in Gegenwart der tert-Butoxylradikalquelle 2¢ untersucht.

Die Photolyse (300 nm, 10 °C, 30 min) des Pyridons 2c (0.50 mM) induzierte in Gegenwart
von 0.10 mM dG einen dG-Umsatz von 23% + 3% (Abb. 3.6, V-22). Als
Hauptoxidationsprodukt wurden Guanidin-freisetzende Produkte, wie z.B. Oxazolon gebildet
(14% + 2%). 8-0xodG konnte nur in vernachldssigbaren Mengen (< 0.2%) detektiert werden.
Ein &dhnliches Produkteprofil wurde bei der Photolyse der bereits etablierten tert-
Butoxylradikalquelle Perester 4 beobachtet. Auch der Perester 4 induzierte Oxidation von dG
(16% + 2%) und zwar hauptsichlich zu Guanidin-freisetzenden Produkten (1.7% + 0.1%),
wihrend 8-0xodG nicht nachgewiesen werden konnte.

Das Zeitprofil der dG-Oxidation (Abb. 3.7) durch Pyridon 2c legt dar, dass nach voll-
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Abbildung 3.7. Zeitabhingigkeit der Oxidation von dG (0.10 mM) durch Bestrahlung
(300 nm) in Gegenwart des Pyridons 2c (0.50 mM) in Phosphatpuffer
(5mM, pH 7.0) bei 10° C; die angegebenen Fehler sind auf zwei

unabhingig durchgefiihrten Reaktionen berechnete Standardabweichungen.

stindigem Umsatz der Radikalquelle keine weitere Oxidation von dG stattfindet, dass also die
Beteiligung von Photoprodukten an der Schadensbildung ausgeschlossen werden kann.

Dass auch die Schdaden an dG durch Radikale induziert werden, wurde durch Experimente mit
dem Radikalfdnger Isopropanol aufgezeigt. Die Zugabe von Isopropanol bei der Bestrahlung
des Pyridons 2c unterdriickte deutlich die Umsetzung von dG, wihrend tert-Butanol, ein
typischer Fanger von Hydroxylradikalen keinen reduzierenden Effekt auf die Oxidation von
dG ausiibte (Abb. 3.8, V-23).

Zur Untersuchung, ob auch die bei den EPR-Experimenten neben den tert-Butoxylradikalen
abgefangenen Methylradikale geniigend effizient generiert werden, um dG-Schiden zu
bewirken, wurden die Photolysen auch unter Ausschluss von Sauerstoff durchgefiihrt. Unter
diesen Bedingungen sollte verhindert werden, dass die Methylradikale durch Addition von
molekularem Sauerstoff zu Peroxyl- und deren Folgeradikalen umgesetzt werden.

Es ist bekannt, dafl Methylradikale an Positon N7 und C8 von dG addieren unter Bildung von
N’-MedG und 8-MedG.”!"*!"* Deshalb wurden diese beiden Methyladdukte nach in der
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Abbildung 3.8. Einfluss von tert-Butanol oder Isopropanol (beide 2 Vol%) auf die Oxidation
von dG (0.10 mM) bei Bestrahlung (300 nm, 10 °C, 30 min) in Gegenwart
von Pyridon 2¢ (0.50 mM).

4115 11nd konnten als authentische

Literatur beschriebenen Verfahren synthetisiert (V-8, 10)
Standards fiir den Nachweis dieser Addukte in dem Photolysat der dG-Oxidation durch

Pyridon 2c oder Perester 4 verwendet werden (Schema 3.5). Bei der Bestrahlung von Pyri-

(€]

0 cHy 0 CHs
H,NMe N7 N>
)\ > DMSO, 20°C, 1 h )\ | @/> EL,0H, H,0,0°C, 1h )\\ Y
BN N N
72% 73% 2 \
[Lit. 77%] [Lit. 66%] dR
dG V-9 V-10 N’-MedG

14%
[Lit. 29%]
V-8 8-MedG

0
H
‘BuOOH, FeSO, N | N\ -
H,SO,, RT, 4 min )\\ : }
HNT N 1‘{
R

Schema 3.5. Synthese der Methyl-dG-Addukte N’- und 8-MedG

don 2c in Gegenwart von dG unter Ausschluss von Sauerstoff wurden 8-MedG als Haupt-
produkt (2.3% =+ 3%), und N’-MedG in wesentlich geringeren Mengen (0.27% + 0.05%) als
Nebenprodukt detektiert (Abb. 3.9, V-26). Beide Produkte konnten durch Vergleich
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Abbildung 3.9. Methyladdukte von dG (0.10 mM) bei Bestrahlung (300 nm, 20 °C, 30 min)
dieses Nukleosids in Gegenwart von Perester 4 (0.50 mM) oder Pyridon 2c

(0.50 mM) unter Ausschluss von molekularem Sauerstoff.

der Retentionszeiten im HPLC-Chromatogramm, aber insbesondere durch Vergleich der
Massenspektren mit denen der entsprechenden authentischen Methyl-dG-Addukte zugeordnet
werden (V-25).

Die Bestrahlung des Peresters 4 (V-27) fiihrte in Abwesenheit von molekularem Sauerstoff
ebenfalls zu signifikanten Ausbeuten an 8-MedG (2.0% + 0.1%). Auch N’-MedG konnte
detektiert werden (0.25% =+ 0.05%). Beide photochemischen tert-Butoxylradikalquellen
zeigten also unter Ausschluss von molekularem Sauerstoff eine deutliche, durch

Methylradikale vermittelte Reaktivitit gegeniiber dG.
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3.3 Diskussion

3.3.1 Photochemische Zersetzung des Pyridons 2c

Es konnte eindeutig gezeigt werden, dass Pyridon 2Cc eine photochemische tert-
Butoxylradikalquelle darstellt. Bei der Bestrahlung in Benzol findet ein NO-Bindungsbruch
statt unter Freisetzung von fert-Butoxylradikalen, die mittels DMPO abgefangen und EPR-
spektroskopisch nachgewiesen wurden. Auch die bei der Photolyse des Pyridons 2c gebildeten
Produkte 6a und 6¢C bestitigen den homolytischen Bindungsbruch der relativ schwachen NO-
Bindung. Das durch die photoinduzierte Spaltung primér gebildete Pyridyloxylradikal A
abstrahiert ein H-Atom unter Bildung des Pyridons 6a oder kombiniert mit dem tert-

Butoxylradikal zu dem umgelagerten Produkt 6C (Schema 3.6). Solche Photoprozesse

L
N 0 hv

6 CH A
3 *O_  _CHj
CH;
CH; B CH; |
2c CH;

Kombl lnH.n
O. _CH;,

AN X

N So 0

H

6c 6a
Schema 3.6. Mechanismus fiir die Bildung der Photoprodukte von Pyridon 3c
sind bereits fiir andere Pyridon-N-oxide beschrieben worden.''°

In wisserigem Medium wurden neben den fert-Butoxylradikalen Methylradikale abgefangen.

Diese wurden nicht direkt aus dem fert-Butoxypyridon 2cC freigesetzt, sondern gehen aus dem
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Zerfall (B-Spaltung) der zundchst generierten fert-Butoxylradikale hervor (Schema 3.7).'"

O 6 _1 O
| kg=1.5x10°s I

H3C—C—CH; > C_ + CH
(|:H3 H,O H;C” “CH;

Schema 3.7. B-Fragmentierung der tert-Butoxylradikale in wésserigem Medium'"’

Das konnte zum einen dadurch belegt werden, dass der Anteil der DMPO-Me Addukte
im EPR-Spektrum nach Photolyse des Pyridons 2c abhingig von der eingesetzten
Konzentration an Radikalfinger DMPO war und zum anderen dadurch, dass bei der
photolytischen Zersetzung der bereits etablierten tert-Butoxylradikalquelle Perester 4
ebenfalls eine Mischung von tert-Butoxyl- und Methylradikalen abgefangen werden konnte.
Bei einer DM PO-Konzentration von 30 mM wurde bei beiden Radikalquellen das DM PO-
Addukt der Methylradikale als deutlich dominierende Spezies im EPR-Spektrum
nachgewiesen.

Die Geschwindigkeitskonstante der f-Fragmentierung ist stark abhingig vom Losungsmittel
in dem die fert-Butoxylradikale generiert werden. In Benzol ist sie mit 2 x 10* s um zwei
GroBenordnungen langsamer als in wisserigem Medium.'"® Das beruht darauf, dass der
Ubergangszustand der p-Fragmentierung vom unpolaren tert-Butoxylradikal zu dem stéirker
polaren Aceton durch polare Losungsmittel wie Wasser besser stabilisiert werden kann als
von unpolaren Losungsmitteln wie Benzol.'"”'** Daher wurde im Gegensatz zu der Photolyse
in Wasser in Benzol ausschlieBlich das Addukt der tert-Butoxylradikale (DMPO-O'Bu)
gebildet.

3.3.2 dG Oxidation und Strangbruchbildung

Die photochemische fert-Butoxylradikalquelle 2c erwies sich in den Reaktionen mit dG und
mit superhelikaler pBR 322 DNA als saubere Radikalquelle in dem Sinne, dass ihre
Photoprodukte keine Aktivitdt gegeniiber den gewidhlten Substraten zeigten. Die kinetischen
Studien belegen eindeutig, dass 2'-Desoxyguanosin (dG) und die superhelikale DNA nach
vollstindigem Umsatz des Pyridons 2C nicht weiter oxidativ geschiddigt wurden, dass also

Photoprodukte keine oxidativen Schiden vermitteln.
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Die effektive Unterdriickung oxidativer Schiaden an dG und DNA durch den Radikalfinger
Isopropanol verdeutlicht zudem, dass Radikale fiir die Schadensbildung verantwortlich sind.

Welche Radikale bewirken aber die Schdden? Um das zu untersuchen, wurden die Photolysen
in Gegenwart von dG ndher untersucht. Da sowohl Pyridon 2c als auch Perester 4 dG
hauptsichlich zu Guanidin-freisetzenden Produkten oxidieren, liegt es nahe, dass in beiden
Féllen die gleichen Spezies die Oxidationen vermitteln. Frithere Arbeiten mit dem Perester 4
wiesen den tert-Butoxylradikalen die Rolle der oxidierenden Spezies zu und die B-Fragmen-
tierung dieser Radikale in Methylradikale wurde vernachlissigt.”> Zur Uberpriifung, ob die
Methylradikale in der Tat auler Acht gelassen werden konnen, wurden die Photolysen des
Peresters 4 und des Pyridons 2C unter Ausschluss von Sauerstoff untersucht, und es zeigte
sich, dass beide Systeme die fiir Methylradikale charakteristischen dG-Methyladdukte
8-MedG und N’-MedG bilden (Abb. 3.9). Die B-Fragmentierung der fert-Butoxylradikale
kann also bei der Untersuchung photochemischer tert-Butoxylradikalquellen nicht
vernachldssigt werden. Beriicksichtigt man die Geschwindigkeitskonstante fiir die
monomolekulare B-Fragmentierung der fert-Butoxylradikale (kg = 1.5 x 10° sH'"" und
vergleicht sie mit der fiir die Reaktion dieser Radikale mit Guanosin (kgy, < 0.4 x 10®
M's)?! die in etwa der fiir die Reaktion mit dG entsprechen sollte, wird das noch

offensichtlicher (Schema 3.8). Demnach reagieren bei einer dG-Konzentration von 0.10 mM,

¢ dG ©.10mm) N ,
H;C—C—CH;, — Addition/H-Abstraktion

| de ~ kGua< 04x10°M™ s

CH Dy = 0.3%

o kg=1.5x10%s™! o, = Ko X[dG]  _ 30,
. :
C By =99.7% K X[dG] +ky
H;C CHj v CDB = 1- CDdG = 99.7%
L4 CH3

Schema 3.8. Effizienz der dG Oxidation (®q4g) gegeniiber der f-Fragmentierung (®g) der tert-

Butoxylradikale in Wasser.
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wie sie in den durchgefiihrten Reaktionen verwendet wurde, lediglich 0.3% der tert-
Butoxylradikale mit dG, wéhrend mehr als 99% tiiber die B-Fragmentierung in Methylradikale
zerfallen. In wissrigem Medium kénnen die von Perester 4 und Pyridon 2C primér generierten
tert-Butoxylradikale die oxidativen Schiaden an dG nicht vermitteln, weil sie viel schneller zu
Methylradikalen fragmentieren.

Unter atmosphérischen Bedingungen werden diese Methylradikale von molekularem
Sauerstoff unter Bildung von Methylperoxylradikalen abgefangen, so dass diesen Spezies oder
deren Folgeradikale die Oxidation von dG zugeordnet werden kann. Eine eindeutige Zu-
ordnung der reaktiven Spezies ist nicht mdglich, da bei dem Zerfallprozess der primir aus den
Methylradikalen in Gegenwart von Sauerstoff gebildeten Peroxylradikalen eine Vielzahl von

Oxylradikalen entsteht, die alle an der Schidigung beteiligt sein konnen (Schema 3.9).'%*'%

02 H3C-00¢
H;Ce ——> H3;C-00e¢ ——"> H;C-00-00-CH;

)
@) ° _ 1
* OO-H,C-OH <—2 H,C-OH Mt H3C-O e

Schema 3.9. Zerfall der Methylradikale in Gegenwart von molekularem Sauerstoff.'**'*

Somit konnen fiir die beobachteten oxidativen Schdden an dG neben den Methylper-

oxylradikalen selbst verschiedenen Radikale aus deren Zerfallskaskade verantwortlich sein.

3.3.3 Schlussfolgerung

Mit dem tert-Butoxypyridon 2¢ wurde eine photochemische Radikalquelle etabliert, die im
ersten photochemischen Schritt zert-Butoxylradikale sauber generiert und ein dem Perester 4
analoges Oxidationsverhalten gegeniiber dG zeigt. Die Spinabfangexperimente mit DM PO
und die Photooxidationsexperimente mit dG unter Ausschluss von molekularem Sauerstoff
legten jedoch dar, dass fiir beide Photo-Fenton-Systeme die zunidchst photolytisch
freigesetzten tert-Butoxylradikale als aktive Spezies in der dG Oxidation ausscheiden, da ihre
Reaktivitit gegeniiber dG nicht mit der monomolekularen p-Fragmentierung der
Alkoxylradikale unter Bildung von Methylradikalen konkurrieren kann. Wegen der

allgemeinen Tendenz von tert-Butoxylradikalen, eine B-Spaltung einzugehen, erscheint deren
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3 Pyridon 2c im Vergleich mit Perester 4

Beteiligung an der oxidativen Schidigung von Biomolekiilen gering. Vermutlich trifft diese
Tatsache allgemein fiir tert-Alkoxylradikale zu. In Gegenwart von molekularem Sauerstoff
werden Schiden daher vielmehr durch Peroxylradikale oder daraus gebildeten Folgeradikalen

vermittelt.
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4 Photochemie der Isopropoxylradikalquellen 2b und 3b

4 Kapitel 2: Photochemie der |sopropoxylradikalquellen Pyridon
2b und Thiazolthion 3b - Einfluss der Chromophore auf
Radikalfreisetzung und DNA-Schadigung

4.1 Problemstellung

Bei der Generierung von Oxylradikalen, mdchte man, um deren Anwendung fiir
photobiologische Studien gewdhrleisten zu konnen, moglichst milde Methoden wéhlen.
Photo-Fenton-Reagenzien bendtigen zur Freisetzung der gewiinschten Radikale weniger
harsche Bedingungen, als sie bei der Radiolyse von Wasserstoffperoxid oder Hydroperoxiden
angewandt werden, da diese Reagenzien, bedingt durch den Chromphor, im ldngerwelligen
Bereich absorbieren und grofere Extinktionskoeffizienten aufweisen. Darauf beruht der
Vorteil der Photo-Fenton-Reagenzien, der sich aber in vielen Féllen, wie bei den
Pyridinthionen 1a-C, nur durch eine komplizierte, zusitzlich Schiden vermittelnde
Photochemie des Chromophors erkaufen lisst.” Es gibt in der Tat nur wenige Photo-Fenton-
Reagenzien, die eine selektive Radikalgenerierung ermdglichen.

In jiingster Zeit offenbarten sich sowohl der Pyridon-Chromophor mit Pyridon 2a, als auch der
Thiazolthion-Chromophor mit Thiazolthion 3a' als giinstige Systeme fiir die Generierung von
Hydroxylradikalen in photobiologischen Studien.’™' Die bei deren Bestrahlung in Gegenwart
von DNA beobachteten Schiaden wurden in beiden Féllen lediglich den freigesetzten
Hydroxylradikalen zugeordnet. Dieser Vorteil, der beide Reagenzien verbindet, motivierte
dazu, diese Systeme zu Alkoxylradikalquellen umzufunktionalisieren, einander gegeniiber-
zustellen und auszuloten, welches der beiden der bessere und schonendere Vorlaufer fiir
Oxylradikale in photobiologischen Untersuchungen darstellt. Da sich die Generierung von
tert-Butoxylradikalen wegen deren konkurrenzlos rasch ablaufenden [-Spaltung in
Methylradikale als ungilinstig erwies (siche Abschnitt 3), sollten die entsprechenden
Isopropoxyderivate 2b und 3b synthetisiert, als Alkoxylradikalquellen tberpriift und
beziiglich ihrer Induktion von Strangbriichen in DNA getestet und verglichen werden.
Besonderes Augenmerk sollte dabei auf den Chromophor gesetzt werden, dessen Einfluss bei
der Radikalgenerierung von besonderer Bedeutung war.

Zunéchst sollte durch Spinabfangexperimente mit DM PO gezeigt werden, dass beide Systeme
Isopropoxylradikale freisetzen, wobei es zu kliren galt, ob die Umlagerung der Isopropoxyl-
radikale in 2-Hydroxyprop-2-ylradikale eine wichtige Rolle spielt und ob sie abhédngig ist von

dem sie generierenden System (Schema 4.1). Sollten sich beide Verbindungen als Alkoxyl-
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O O
° .
DMPO-O'Pr DM PO—CM e0OH

AN O
l )\ %
HsC l CH;
2bCH3 N Ol ) CH3
| / OS/L\
H;C”* “CH;j N
B
Me
pBR 322
DNA

Strangbriiche ’?

Schema 4.1. Untersuchung der photochemischen Isopropoxylradikalquellen 2¢ und 3c

radikalquellen herausstellen, sollte die Effizienz der Radikalgenerierung beider Photo-Fenton-
Reagenzien untersucht werden. Hierzu war geplant die Quantenausbeute der photolytischen
Zersetzung flir beide Systeme zu betimmen, die zwar Auskunft iiber die jeweilige
photochemische Reaktivitit gibt, aber sowohl die NO-Bindungsspaltung unter Freisetzung
von Isopropoxylradikalen, als auch jegliche andere photochemische Reaktionen umfasst. Um
herauszufinden, inwieweit andere Prozesse bei den Photoreaktivitidten involviert sind, sollten
auf der einen Seite detaillierte Produktstudien vorgenommen werden und auf der anderen
Seite die Radikalgenerierung quantifiziert werden. Fiir letzteres waren Laserblitz-Experimente
geplant, durch die unter Quantifizierung der bei NO-Bindungsspaltung neben den
Oxylradikalen generierten Chromophorradikale A und B die Quantenausbeute der
Radikalfreisetzung bestimmt werden kann. Mit Hilfe der genannten Untersuchungen, sollte
die Photoreaktivitit beider Photo-Fenton-Reagenzien qualitativ und quantitativ beschrieben
werden. In Bestrahlungsexperimenten mit superhelikaler pBR 322 DNA sollte anschlieBend
ermittelt werden, wie sich die unterschiedlichen Reaktivititen der Systeme 2C und 3c auf
deren Fahigkeit auswirkt, Strangbriiche zu induzieren. Hierbei sollte iiber Radikalfidnger

iiberpriift werden, ob in der Tat die freigesetzten Radikale die oxidativen Schaden vermitteln.
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4 Photochemie der Isopropoxylradikalquellen 2b und 3b

4.2 Ergebnisse

4.2.1 Syntheseder Edukte

Die Syntheseroute zu Isopropoxypyridon 2b ist in der Literatur bekannt. Sie geht aus von
2-Brompyridin. Durch nucleophile Substitution am Aromaten erhielt man 2-Ethoxypyridin
(Schema 4.2)."** Nachfolgende Oxidation zum N-Oxid und Umsetzung mit Isopropylbromid

fiihrte in einer Umlagerungsreaktion zur Bildung von Pyridon 2b (V-28 bis V-30).'2412¢

= | NaH,EtOH [~ | H;COOOH = |
Riickfluss, 12'h ~ 56 °C, 3d - ~+
SN Br [57%] N OBt 146%] I\|I OEt
(Lit.: 33%) V-29 o
V-28
Ruckﬂuss
PrBr 420/]
(Lit.: 46%)
| AN
;
O'Pr
2b

Schema 4.2. Synthese des Pyridons 2b

Die Thiazolthione 3a und 3b wurde von der Arbeitsgruppe Dr. Hartung im Rahmen einer
Kooperation zur Verfiigung gestellt.

Die Synthese des Disulfids 7 erfolgte iiber vier Stufen ausgehend von p-Methylbenzophenon.
Die Ausbeute iiber alle Schritte hinweg betrug 14% (Schema 4.3, V-31 bis V-35).'271%
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HN

NH,

CS, l [65%]

NH;3, EtOH | v-32
S
H,N )k S
O O 2 \ITI S~ NH4+ HO X
B S
B, AICl, ' H . N
Et,0, 0 °C, 20 min MeOH, 30°C, 2 h NH,
[91%] [49%)]
Lit.: 88-96% B
( 1\/_31 0) (L1t..ke\1/n_<?3 é\ngabe) Riickfluss
HCl 3h
iproH|  [80%]
(Lit.: 90%)
V-34
7 _ N /&
N TSSO TsCl N
Pyridin '
7 RT,1.5h NH;
[38%]
(Lit.: 52%)

V-35

Schema 4.3. Synthese des Disulfids 7

4.2.2 Absorptionseigenschaften von Pyridon 2b und Thiazolthion 3b

Photobiologische Untersuchungen werden zur Simulation physiologischer Bedingungen in
wissrigem Medium durchgefiihrt. Da das Thiazolthion 3b aber im Gegensatz zu Pyridon 2b
nicht in reinem Wasser 16slich ist, musste Acetonitril als Kosolvens verwendet werden.

In Abbildung 4.1 sind die Absorptionsspektren beider Photo-Fenton-Reagenzien in einem
Losungsmittelgemisch von Wasser und Acetonitril (60 : 40) abgebildet. Das Pyridon 2b weist
ein Absorptionsmaximum bei 300 nm (Ig € = 3.73), das Thiazolthion 3b bei 318 nm (Ig € =
3.73) auf. Letzteres absorbiert also im ldngerwelligen Bereich und wurde in den
Photolysestudien im Rayonet-Photoreaktor (350 nm) oder mit einer Quecksilber-
hochdrucklampe (< 350 nm) bestrahlt, das Pyridon 2b hingegen im Rayonet-Photoreaktor
(300 nm).
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— Pyridon 2b
~~~~~~~ Thiazolethion 3b

12000 "

8000

4000 -

Molarer Extinktionskoeffizient € [M*cm™]

240 260 280 300 320 340 360
A [nm]
Abbildung 4.1. Absorptionsspektren von Pyridon 2b und Thiazolthion 3b in
H,0 : MeCN (60 : 40)

4.2.3 Produktebei der Photolyse von Pyridon 2b und Thiazolthion 3b

Zur Untersuchung des photochemischen Verhaltens der Isopropoxyverbindungen 2b und 3b
war die Aufkldrung ihrer Photoprodukte ndétig. Das Pyridon 2b fiihrte bei Bestrahlung
(300 nm) in Wasser zur Bildung von Pyridon 6a und Isopropoxypyridon 6¢ (Schema 4.4, V-
37, 38). Pyridon 6a ist literaturbekannt und konnte durch Vergleich seines 'H-NMR

X ~N ~N ©
Q hv 300nm) @ ) (t\[ \‘/
N 0 D0, 10 °C, 14.5 min Il\I \O N 0
b b

A) Umsatz 49%

Zb\( 6a 6b

(22%) (11%)

Schema 4.4. Produkte bei der Photolyse von Pyridon 2b

-Spektrums mit dem der authentischen Verbindung eindeutig zugeordnet werden. Auf die
Struktur des Umlagerungsproduktes 6¢ wurde aufgrund der 'H- und '*C-NMR-Spektren,
insbesondere unter Anwendung der HMBC-Methode, geschlossen.
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4 Photochemie der Isopropoxylradikalquellen 2b und 3b

Bei der Bestrahlung (>350 nm) des Thiazolthions 3b in einer Losungsmittelmischung von
Wasser und Acetonitril im Verhéltnis (85 : 15) wurden das Disulfid 7 (10%), das Bithiyl 8
(5%) und das Thiazol 9 (10 %) isoliert (Schema 4.5, V-39). Die analogen Produkte wurden

s
/ N)% q hv (>350 nm)
|

85% wisseriges MeCN
O'Pr 0°C,1h
Me Umsatz 89%
3b
S S S
{ )\S—]— + { )\} - ! /> -
N 2 N 2 N
Me Me Me
7 8 9
(10%) (5%) (10%)
M
&
A
N
S=C=N
Me
10
(27%)

Schema 4.5. Photoprodukte bei der Photolyse von Thiazolthion 3b

bereits bei der Photolyse des hydroxysubstituierten Thiazolthions 3a' erhalten.’’ Das Disulfid
7 und das Bithiyl 8 konnten nicht chromatographisch aufgetrennt werden. Sie wurden direkt
aus der Reaktionsmischung mittels '"H-NMR- und Massenspektroskopie charakterisiert.
Zusitzlich wurde bei der Photolyse das bislang unbekannte Isothiocyanat 10 gebildet, und
zwar als Hauptprodukt (27%). Die Isocyanatgruppe dieses Produkts war im IR-Spektrum
sichtbar, da es eine starke Absorptionsbande bei 2074 cm™ aufwies.””” Auch das
Massenspektrum, das 'H- und "C-NMR-Spektrum und die Anwendung der HMBC und
HMQC-Technik bestétigten die Struktur dieser Verbindung.
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4 Photochemie der Isopropoxylradikalquellen 2b und 3b

4.2.4 Detektion von Transienten bei der Laserblitz-Photolyse

Mit Hilfe der Laserblitz-Photolyse ist es moglich, kurzlebige, im UV absorbierende Radikale
als Transienten zu detektieren.'*"""** Mit dieser Methode sollte es deshalb méglich sein, den
Zerfallsprozess der Photo-Fenton-Reagenzien 2b und 3b zu beobachten und den
Mechanismus der Bildung der in Abschnitt 4.2.2 beschriebenen Produkte aufzukléren.

Das Transientenabsorptionsspektrum nach Laserblitzbestrahlung des Pyridons 2b ist in Abb.

4.2(a) aufgefiihrt. Es zeigt eine Absorptionsbande bei 390 nm. Diese Bande wurde dem

oD (a) (d)
0.05 +
0.00
-0.05 + s
01 —— 1. Laserblitz nfi —— 1. Laserblitz
Bl (|| 2. Laserblitz | 2. Laserblitz
T T T T T T T T T T T
400 500 350 450 550 350 450 550 350 450 550
A [nm] A [nm] A [nm] A [nm]

Abbildung 4.2. Beobachtete Transienten-Spektren bei der Laserblitz-Photolyse (308 nm) von
Pyridon 2b [Abb. 4.2(a)] in Wasser, und bei der Laserblitz-Photolyse
(308 nm) der Thiazolthione 3a [Abb. 4.2(c)] und 3b [Abb. 4.2(b)] und des
Disulfids 7 [Abb. 4.2(d)] in Acetonitril; fiir die Thiazolthione 3a,b sind
jeweils die Absorptionsspektren nach dem ersten und zweiten Laserblitz

aufgefiihrt.

Pyridoxylradikal A zugeordnet, da diese Spezies in der Literatur bekannt ist und das gleiche

Absorptionsverhalten aufweist wie der hier beobachtete Transient (V-39).99

7 o 3
A Me B Me C
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4 Photochemie der Isopropoxylradikalquellen 2b und 3b

Die Laserblitz-Photolyse des Thiazolthions 3b fiihrte zu einem Transienten mit
Absorptionsmaxima bei 350 und 470 nm [Abb. 4.2(b), durchgezogene Linie]. Das gleiche
Transientenspektrum wurde auch fiir das Hydroxyderivat 3a erhalten [Abb. 4.2(c),
durchgezogene Linie] und wurde deshalb dem Thiylradikal B zugeordnet, das durch den
photochemisch induzierten NO-Bindungsbruch sowohl aus Thiazolthion 3a als auch aus
Thiazolthion 3b gebildet wird (V-40, 41).

Die Absorptionsbande bei 470 nm zeigte ein Abklingverhalten, das durch die Gegenwart von
molekularem Sauerstoff nicht beeinflusst wurde. Die Laserblitz-Photolyse des Thiazolthions
3b in Gegenwart von 1,3-Cyclohexadien (1,3-CHD) fiihrte jedoch zu einem rascheren
Abklingen dieser 470 nm-Absorptionsbande (V-43). Dieses chemische Verhalten ist

133134 y6n denen aus der Literatur zudem

charakteristisch flir aromatische Thiylradikale,
bekannt ist, dass sie, generiert beispielsweise aus Thionaphtholen oder Thiophenolen,

Absorptionsmaxima bei 300-390 und 460-500 nm aufweisen.'

Wurde das Thizolthion 3b direkt nach dem ersten Laserblitz noch einmal mit einem zweiten
Laserblitz angeregt, so trat ein neuer Transient auf, der Absorptionsmaxima bei 375 und
500 nm aufzeigte [Abb. 4.2(b), punktierte Linie, V-40]. Genau der gleiche Transient wurde
bei der zweifachen Laserblitz-Photolyse des Hydroxyderivates 3a [Abb. 4.2(c), punktierte
Linie) und bei der Anregung des Disulfids 7, dem Photoprodukt des Thiazolthions 3b,
beobachtet [Abb. 4.2(d), V-42]. Beide Absorptionsbanden (375 und 500 nm) klangen deutlich
schneller in Gegenwart von molekularem Sauerstoff ab (V-45, 46). Dieser Transient wurde
deshalb dem Kohlenstoff-zentrierten Radikal C zugeordnet, das aus dem Bruch der CS-

Bindung im Disulfid 7 hervorgeht.'*

4.25 Bestimmung der Quantenausbeuten

Die bislang beschriebenen Ergebnisse zeigen auf, dass die Photo-Fenton-Reagenzien 2b und
3b photolytisch unter NO-Bindungsspaltung zersetzt werden. Um die Photoreaktivitdt beider
Systeme vergleichen zu konnen, ist es von zentraler Bedeutung, die Quantenausbeute dieser
photochemischen Zersetzung, die gleichzeitig ein oberes Mall fiir die Effizienz der
Radikalfreisetzung darstellt, fiir beide Verbindungen zu bestimmen.

Die Ferrioxalat-Aktinometrie wurde angewandt zur Quantifizierung der von der jeweils
benutzten Bestrahlungquelle emittierten Photonen (siche Abschnitt 3.2.2)'°7 Fiir die

Bestimmung des durch Photolyse (308 nm) induzierten Umsatzes an Thiazolthion 3b, wurde
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zundchst die Verdnderung des UV-Spektrums von Thiazolthion 3b in Abhdngigkeit von der
Bestrahlungsdauer eingehend untersucht (Abb 4.3, V-48). Es zeigte sich, dass die Absorption

bei 318 nm wihrend der Photolyse von 0-10 min (308 nm) linear abnimmt. Daraus konnte

318 nm

0.8 1

0.6\

0.55 T T T

0 3 6 9
Zeit [min]

Absorption

0.4

0.2 -

240 290 340 390
Wellenlange [nm]

Abbildung 4.3. Zeitprofil der UV-Spektren von Thiazolthion 3b wihrend der Bestrahlung
(308 nm, 20 °C); das Nebenbild zeigt die Abnahme der Absorption bei Apax
318 nm.

geschlossen werden, dass die bei der Bestrahlung des Thiazolthions 3b gebildeten
Photoprodukte die Absorptionsbande bei 318 nm nicht iiberlagern. Deshalb wurde iiber die
Abnahme der Absorption bei 318 nm der Umsatz an Thiazolthion 3b wihrend der Photolyse
(308 nm) bestimmt. Im Falle des Pyridons 2b wurde der durch Bestrahlung (312 nm) bewirkte
Umsatz liber HPLC-Analyse mit UV-Detektor (300 nm) quantifiziert.

Die auf diese Weise bestimmten Quantenausbeuten fiir die Photozersetzung der
Radikalquellen 2b und 3b sind in Tabelle 4.1 aufgelistet. Die Ergebnisse zeigen, dass das
Thiazolthion 3b ungefahr doppelt so schnell zersetzt wird wie das Pyridon 2b. Die Gegenwart
von Acetonitril in der wissrigen Probe des Pyridons 3b beeinflusste nicht die

Quantenausbeute (V-47, 49).
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Tabelle 4.1. Quantenausbeute fiir die Photozersetzung (quec)a) und den NO-
Bindungsbruch (Py.0)"” des Pyridons 2b und des Thiazolthions 3b

Substrat Solvens D gec Dno
2b H,0-MeCN (60 : 40) 0.36 + 0.02
2b H,O 0.32+0.01 0.75 + 0.08°
3b H,0-MeCN (60 : 40) 0.60 £ 0.05 0.65 + 0.07°

Y Die Ferrioxalat-Aktinometrie wurde verwendet zur Bestimmung des

Photonenflusses der Bestrahlungsquellen, die Fehler beruhen auf zwei unabhingig
voneinander durchgefiihrten Experimenten, das Pyridon 2b wurde mit der
Blacklight-Lampe (312 nm), das Thiazolthion 3b mit der Xe-Lampe des
Fluoreszenz-Photometers (308 nm)  bestrahlt; ®  pestimmt iiber
Transientenspektroskopie unter Verwendung der Absorption des Triplettzustandes
von Benzophenon als Referenz [®Prgp) = 1.0 in Benzol ( Ref. 137 )]; c) berechnet
mit ea = 680 M'cm” bei 390 nm (Ref. 99); 9 abgeschétzt unter der
Annahme, dass der Extinktionskoeffizient des Transienten B (eg) dem des
Pyridyl-2-thiylradikals [epys= 600 M em™ bei 460 nm (Ref. 97)] entspricht.

Da die Zersetzungsquantenausbeute alle photochemischen Zerfallsprozesse der Photo-Fenton-
Reagenzien 2b und 3b umfasst und nicht nur die photochemische Spaltung der NO-Bindung,
stellt sie nur ein oberes Mal} fiir die Quantenausbeute der NO-Bindungsspaltung dar. Deshalb
sollte auch die Quantenausbeute der NO-Spaltung (®Pn.0), die ja identisch ist mit der Effizienz
der Alkoxylradikalbildung, direkt bestimmt werden. Dies wurde mittels Transienten-
spektroskopie erreicht, indem die bekannte Quantenausbeute von Benzophenon, den Triplett-
Zustand zu bilden [®Prgp)], als Referenz verwendet wurde (V-50, 51).97’13 8

Benzophenon, Pyridon 2b und Thiazolthion 3b wurden alle nacheinander unter identischen
Bedingungen (gleiche optische Dichten, gleiche Laserphotolysebedingungen) bestrahlt. Die
nach Laseranregung (308 nm, 20 ns) generierten Transienten A und B und das
Triplettbenzophenon [T(BP)] wurden iiber die jeweils erhaltenen Absorptionsspektren bei
Kenntnis der entsprechenden molaren Extinktionskoeffizienten ea und eg und ermp)
quantifiziert. Durch Vergleich mit der fiir Benzophenon bekannten Quantenausbeute ®r(gp)
konnte fir Pyridon 2b und Thiazolthion 3b die entsprechende Quantenausbeute der
Radikalfreisetzung (®Pn.0) bestimmt werden. Die erhaltenen Werte sind in Tabelle 4.1
aufgefiihrt. Im Falle des Thiazolthions 3b handelt es sich dabei nur um einen Schitzwert, da
der Extinktionskoeffizient eg des Thiylradikals B nicht bekannt war und ndherungsweise mit

dem des Pyridyl-2-thiylradikals gleichgesetzt wurde.”’
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4.2.6 Photochemische Radikalgenerierung durch Pyridon 2b und Thiazolthion 3b

4.2.6.1  Spinabfangexperimente in Abhangigkeit von Solvens, Radikalquelle und
DM PO-Konzentration

In der Absicht zu bestitigen, dass sowohl Pyridon 2b als auch Thiazolthion 3b bei
Bestrahlung Isopropoxylradikale freisetzen, wurden Spinabfangexperimente mit DM PO
durchgefiihrt und die erhaltenen DMPO-Addukte EPR-spektroskopisch untersucht. Die
Photolyse in Benzol in Gegenwart von DMPO (90 mM) fiihrte fiir beide Photo-Fenton-
Reagenzien (3.0 mM) zur Freisetzung von Isopropoxylradikalen, die mit DM PO abgefangen
werden konnten [Abb. 4.4(a), (b)]. Das jeweils resultierende Addukt wies den entsprechenden
g-Wert und die entsprechenden Hyperfeinkopplungskonstanten des in der Literatur
beschriebenen Isopropoxyl-DM PO-Adduktes (DM PO-OiPr) auf (V-52, 53).%°

In einem Losungsmittelgemisch von H,O-MeCN (60 : 40), wurde bei Bestrahlung des
Thiazolthions 3b unter Ausschluss von molekularem Sauerstoff in Gegenwart von 90 mM
DMPO wiederum ausschlieBlich das DMPO-O'Pr Addukt EPR-spektroskopisch detektiert
[Abb. 4.4(c)]. Auch der Einsatz geringerer Konzentrationen an DM PO fiihrte bei der Photo-
lyse des Thiazolthions 3b lediglich zur Bildung des Isopropoxylradikaladduktes [Abb. 4.4(e),
(), V-54].

Im Falle des Pyridons 2b hingegen, wurde in diesem Losungsmittelgemisch [H,O-MeCN
(60 : 40)] neben dem Addukt des Isopropoxylradikals ein weiters Addukt gefunden. Mit
abnehmender Konzentration an DMPO stieg der Anteil dieses Adduktes auf Kosten des
Isopropoxylradikaladduktes immer mehr an und war bei Anwendung von 9.00 mM an DM PO
die eindeutig dominierende Spezies im EPR-Spektrum [Abb. 4.4(d), (f), (h), V-55].

Wurde die Bestrahlung des Pyridons 2b (3.0 mM) in wissrigem Medium ohne Zugabe von
Acetonitril als Kosolvent durchgefiihrt, konnte das Isopropoxylradikal {iberhaupt nicht mehr
mit DMPO (27 mM) abgefangen werden. Es wurde ausschlieBlich das bei hoheren
Konzentrationen an DMPO neben dem Isopropoxylradikal-Addukt auftretende Addukt
gebildet [Abb 4.4(i), V-56].
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(a) 90 mM DM PO (b) 90 mM DM PO
in Benzol in Benzol

g =2.0058
ay=12.8G
an=64G

() 90 mM DM PO (d) 90 mM DMPO

in HyO-MeCN (60 : 40) in HyO-MeCN (60 : 40)
e o0 060 0 o2 =20058
ay =144G
a’=9.9G
ag®=13G

(e) 27 mM DM PO (f) 27 mM DMPO
in H)0-MeCN (60 : 40) in HyO-MeCN (60 : 40)

() 9.0 mM DMPO (h) 9.0 mM DMPO
in HyO-MeCN (60 : 40) in HyO-MeCN (60 : 40)

(i) 27 mM DM PO
in HzO

Abbildung 4.4. EPR-Spektren, aufgenommen nach Bestrahlung von Thiazolthion 3b
(350 nm, 10 °C, 5 min) oder Pyridon 2b (300 nm, 10 °C, 5 min) in
verschiedenen  Losungsmitteln  in  Gegenwart  unterschiedlicher

Konzentrationen an DMPO. ® DMPO-O'Pr 0 DMPO-CM eOH
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4 Photochemie der Isopropoxylradikalquellen 2b und 3b

4.2.6.2 Analyseder EPR-Spektren

Nachdem gezeigt werden konnte, dass bei der Bestrahlung des Pyridons 2b in wissriger
Losung neben dem Isopropoxylradikal ein weiteres Radikal generiert wird, sollte nun
aufgekldrt werden, um welche Spezies es sich hierbei handelt.

Es ist bekannt, dass primdre und sekundidre Alkoxylradikale leicht unter 1,2-H-Shift in
Kohlenstoffradikale zerfallen. *'**'* Im Falle des Isopropoxylradikals ist dieser 1,2-H-Shift
unter Bildung des 2-Hydroxyprop-2-ylradikals deutlich bevorzugt gegeniiber der J-

Spaltung,*® die beim tert-Butoxylradikal beobachtet wird (Schema 4.6).**!''" Vor diesem

I
O- OH
H,C~ H B Spaltung 1,2-H-Shift )\
+ < SETTTIe S
H,O H;C CH H,O H;C™ ° CH
« CH; 2 3 H 3 2 3 3

Schema 4.6. Zerfall des Isopropoxylradikals

Hintergrund wurde erwartet, dass es sich bei der zusdtzlich zu dem Isopropoxylradikal
abgefangenen Spezies um das 2-Hydroxyprop-2-ylradikal handelt.
Zur Bestitigung wurde dieses Addukt auf unabhéngige Weise hergestellt, indem Aceton und

Isopropanol in Gegenwart von DMPO photolysiert wurden (Schema 4.7, V-57)."*! Das

0 OH
><;/> H N )\ X WOH
| H,0-MeCN (40 Vol%) NoH
O 300 nm, 10°C, 10 min Q
DMPO DM PO-CM e,0H

Schema 4.7. Darstellung des DM PO-CM e;OH-Adduktes

resultierende DM PO-CMe,OH-Addukt ist in Abb. 4.5(a) aufgefiihrt. Die Kopplungskon-
stanten entsprechen den in der Literatur angegebenen Werten.'"' Sowohl das EPR-Spektrum

von DMPO-O'Pr, generiert bei Bestrahlung des Thiazolthions 3b in H;O-MeCN (60 : 40), als
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Abbildung 4.5. Experimentelle und simulierte EPR-Spektren der Spinaddukte des Isopropoxyl- und des 2-Hydroxpropyl-2-ylradikals: (a) DM PO-
CMe,OH, detektiert bei der Photolyse von Aceton (480 mM) und Isopropanol (600 mM) und DMPO (90 mM) in H,O-MeCN
(60 : 40); (b) DM PO-O'Pr, detektiert bei der Photolyse von Thiazolthion 3b (3.00 mM) und DM PO (27 mM); (c) eine Mischung
von DMPO-O'Pr und DM PO-CM e,0H, detektiert bei der Photolyse von Pyridon 2b (3.00 mM) und DM PO (27 mM); (d) und (e)
die simulierten Spektren von DM PO-O'Pr und DMPO-CMe,0OH, berechnet iiber die Parameter der experimentellen Spektren (a)
und (b); () die Uberlagerung der simulierten Spektren (d) und (e) im Verhéltnis 1 : 3.



4 Photochemie der Radikalquellen 2b und 3b

auch das Spektrum von DMPO-CMe&OH wurden simuliert. Die Uberlagerung beider
Spektren im Verhiltnis von 1 : 3 ergab exakt das experimentelle Spektrum, das bei der
Bestrahlung des Pyridons 2b in Gegenwart von DM PO in H,O-MeCN (60 : 40) erhalten
wurde. Das neben dem Isopropoxylradikal abgefangene Radikal konnte daher zweifelsfrei

dem 2-Hydroxyprop-2-ylradikal zugeordnet werden.

4.2.6.3  Thiazolthion 3b und Disulfid 7' als Radikalfanger

Nachdem gezeigt worden war, dass das bei der Bestrahlung von Pyridon 2b in wéssrigem
Medium abgefangene Radikal aus dem Isopropoxylradikal durch 1,2-H-Shift hervorgegangen
ist, stellte sich nun die Frage warum dieses Radikal nicht auch bei der Photolyse des
Thiazolthions 3b als DMPO-CMe,OH-Addukt detektiert wurde. Irgendeine Spezies im
Photolysat des Thiazolthions 3b muss mit DMPO um die 2-Hydroxyprop-2-ylradikale
erfolgreich konkurrieren konnen.

Um das zu iiberpriifen, wurde das Pyridon 2b (1.0 mM) in Gegenwart des Thiazolthions 3b
(1.0 mM) bestrahlt (V-58). Das EPR-Spektrum zeigt, dass ausschlielich Isopropoxylradikale
mit DMPO abgefangen wurden (Schema 4.8). Das Addukt der 2-Hydroxyprop-2-ylradikale
(DMPO-CMe,0OH) wurde nicht mehr detektiert. Auch das Disulfid 7' unterdriickte als
Additiv bei der Photolyse des Pyridons 3b die Bildung dieses Kohlenstoffradikaladduktes
(Schema 4.8, V-59).
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Schema 4.8. Effekt des Thiazolthions 3b (1.0 mM) und des Disulfids 7' (< 0.5 mM) auf das
EPR-Spektrum von Pyridon 2b (1.0 mM) bei Bestrahlung in Gegenwart von
DMPO (27 mM) in H,O-MeCN (60 : 40).

4.2.7 Strangbruchbildungin pBR 322 DNA durch Pyridon 2b und Thiazolthion 3b

Zur Uberpriifung, ob die Radikalquellen 2b und 3b Strangbruchbildung induzieren, wurde die
Photolyse dieser Photo-Fenton-Reagenzien in Gegenwart der superhelikalen pBR 322 DNA
durchgefiihrt, wobei auch ein Augenmerk auf die unterschiedliche Reaktivitit beider gerichtet
wurde (V-60). Wie in Abb 4.6 veranschaulicht, zeigen sowohl das Pyridon 2b als auch das
Thiazolthion 3b eine geringe Photoaktivitit zur Strangbruchbildung. Im Falle des Pyridons 2b
betrug die Ausbeute an offen-circularer DNA [OC DNA] 17% =+ 1%, im Falle des
Thiazolthions 3b lediglich 12% = 1% (die Werte wurden um die Blindprobe korrigiert).

Die Zugabe von Isopropanol unterdriickte vollstindig die Induktion von Strangbriichen durch
die beiden Photo-Fenton-Reagenzien 2b und 3b, was einen deutlichen Hinweis darauf gibt,
dass Radikale die an der Schidigung beteiligten Spezies sind. Auch der Effekt des
Losungsmittels auf die Strangbruchbildung durch das Pyridon 2b wurde untersucht. Es zeigte
sich, dass seine Reaktivitéit zur Strangbruchbildung in reinem Wasser deutlich hoher ist als in

der Mischung aus MeCN und Wasser (40 : 60).
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ADbbildung 4.6. Strangbruchbildung bei der Photolyse (312 nm, 0 °C, 30 min) des
Thiazolthions 3b (4.00 mM) oder des Pyridons 2b (4.00 mM) in Gegenwart
der pBR 322 DNA (10 g/l) in KH,PO4 Puffer (5 mM, pH 7.4) und MeCN
(60 : 40).

-53 -



4 Photochemie der Radikalquellen 2b und 3b

4.3 Diskussion

4.3.1 Spinabfangexperimente

Die Spin-Abfangexperimente (Abb. 4.4, 4.5) dokumentierten zweifelsfrei, dass sowohl
Pyridon 2b als auch Thiazolthion 3b photolytisch Isopropoxylradikale generieren. Es handelt
sich also bei beiden Substanzen um photochemische Isopropoxylradikalquellen.

Der entscheidende Unterschied im photochemischen Verhalten beider Photo-Fenton-
Reagenzien beruht darauf, dass das Pyridon 2b in wissrigem Medium neben den
Isopropoxylradikalen zusitzlich die kohlenstoffzentrierten 2-Hydroxyprop-2-ylradikale
generiert. Letztere entstehen durch 1,2-H-Shift aus den Isopropoxylradikalen (Schema 4.6).
Solche Umlagerungen sind fiir primédre und sekundire Alkoxylradikale bekannt, insbesondere
in Wasser, welches direkt bei dem Umlagerungsprozess involviert ist.'*” Der iiber die EPR-
Experimente beobachtete 1,2-H-Shift der Isopropoxylradikale war also zu erwarten.
Erstaunlicherweise konnte jedoch dieses Kohlenstoffradikal nicht bei der Bestrahlung des
Thiazolthions 3b mit DMPO abgefangen werden [Abb. 4.4(g)]. Auch im Falle des
Thiazolthions 3b sollten die zundchst gebildeten Isopropoxylradikale den 1,2-H-Shift
unterlaufen und die entsprechenden 2-Hydroxyprop-2-ylradikale bilden. Wenn letztere nicht
als DMPO-Addukt detektiert wurden, miissen sie von irgendeinem Intermediat oder
Photoprodukt des sich wihrend der Bestrahlung zersetzenden Thiazolthions 3b abgefangen
worden sein. In der Tat konnte liber Kontrollexperimente mit Pyridon 2b gezeigt werden, dass
bei der Photolyse in Gegenwart des Thiazolthions 3b und des Disulfids 7' auch das Pyridon
2b keine mit DMPO abfangbaren 2-Hydroxyprop-2-ylradikale generiert (Schema 4.8).
Offensichtlich sind also das Disulfid 7' oder intermediér bei der Zersetzung des Thiazolthions
3b auftretende Thiylradikale dafiir verantwortlich, dass bei der Photolyse des Thiazolthions
3b keine kohlenstoffzentrierten Radikale mit DMPO abgefangen werden konnen. Um
nidheren mechanistischen Einblick hierzu zu gewinnen, war es nétig, den photochemischen

Zerfallsprozess der beiden Photo-Fenton-Systeme tiefergehend zu untersuchen.
4.3.2 Mechanismusder Produktbildung aus Pyridon 2b und Thiazolthion 3b

Ein moglicher Mechanismus fiir den photochemischen Zerfallsprozess des Thiazolthions 3b

unter Bildung der isolierten Produkte 7-10 (Abschnitt 4.2.3) ist in Schema 4.9 dargestellt.

-54 -



N
C D
weitere Reaktionen S
c y\ /4\1
HO. HO S—S N Ar

S H
Ar= @Me Hl l c
Afﬁas/i}m AAWNB AAfNi_z}A

weitere Reaktionen

NCS
10

Schema 4.9. Vorgeschlagener Mechanismus fiir die Bildung der Photoprodukte von Thiazolthion 3b



4 Photochemie der Radikalquellen 2b und 3b

Alle Produkte gehen aus von dem Thiylradikal B, das durch die photochemische Spaltung der
schwachen NO-Bindung generiert wird. Nach Dimerisierung entsteht das Disulfid 7. Dieses
Produkt ist nicht photostabil, sondern wird, was durch die Transientenspektroskopie bestatigt
werden konnte [Abb. 4.2(d)], unter CS-Bindungsbruch in die Radikale C und D gespalten.
Radikal C, das auch durch Schwefelabspaltung aus dem Radikal D hervorgehen kann,
abstrahiert ein Wasserstoffatom unter Bildung des Thiazols 9 oder dimerisiert zu Bithiyl 8.
Das Isothiocyanat 10 entsteht mechanistisch wahrscheinlich aus Thiylradikal B, das nach
Ringdffnung zum Thiylradikal E umlagert, um dann mit Radikal C zu kombinieren.

Da bei der Photolyse des Thiazolthions 3b aber auch bei der Photolyse des Pyridons 2b in
Gegenwart von Disulfid 7' keine 2-Hydroxyprop-2-ylradikale beobachtet werden konnten,
sollte die Disulfidfunktion als Radikalfanger wirken und damit einen weiteren Reaktionsweg
fiir das 2-Hydroxyprop-2-ylradikal er6ffnen: Durch Addition des 2-Hydroxyprop-2-ylradikals
an die Disulfidfunktion bildet sich das Hemithioacetal 11, welches nicht photostabil ist und zu
weiteren Produkten zerfillt. Auch die bei der Photolyse des Thiazolthions 3b oder Disulfids 7
gebildeten Thiyl- (B) oder Perthiylradikale (D) kénnten durch Radikal-Radikal-Kombination
als Radikalfénger fiir das 2-Hydroxyprop-2-ylradikal fungieren.

Die Photoprodukte des Pyridons 2b entsprechen den fiir N-Oxylpyridone nach Bestrahlung
beschriebenen Produkten.''® Durch Photoanregung findet die Homolyse der NO-Bindung
statt. Das resultierende Radikal A abstrahiert ein Wasserstoffatom unter Bildung des Pyridons

6a oder rekombiniert mit dem Isopropoxylradikal zu Produkt 6b (Schema 4.10). Die hohe

X
_ _ nH.u |
N N
A | _ }ll
| hv NT o,
N . 5 ] 6a
O =———— A
+ O
.O (\/\[ \(
\(
L — Komb. Il\I 0O
H

6b

o—z
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o

Schema 4.10. Vorgeschlagener Mechanismus fiir die Bildung der Photoprodukte von
Pyridon 2b
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4 Photochemie der Radikalquellen 2b und 3b

Quantenausbeute des NO-Bindungsbruchs ®n.o (75%) verdeutlicht, dass diese Spaltung der
vorherrschende photochemische Zerfallsprozess fiir das Pyridon 2b darstellt. Die mit ihr

konkurrierende Norrish-Typ-II-Reaktion spielt eine nur untergeordnete Rolle (Schema 4.11).

N hv = 0
| | : )K
N
N0

\j

Schema 4.11. Norrish-Typ-II-Reaktion des Isopropoxypyridons 2b

Weder das Pyridon 2b noch seine Photoprodukte 6a,b fangen die 2-Hydroxyprop-2-ylradikale
ab, so dass letztere bei der Photolyse in Gegenwart von DMPO als Addukte abgefangen
werden konnten.

Da die Quantenausbeute der Radikalfreisetzung ®n.o im Falle des Pyridons 2b ungeféhr
doppelt so hoch ist wie die der photochemischen Zersetzung ®g4.., muss innerhalb des
Solvenskéfigs eine Rekombination des Pyridoxylradikals A mit dem Isopropoxylradikal
zurlick zu der Ausgangsverbindung Pyridon 2b stattfinden. Beziiglich der Beurteilung der
Effektivitit der Radikalfreisetzung aus Pyridon 2b ist daher die Quantenausbeute der

Zersetzung ein besseres Mal3.

4.3.3 Strangbruchbildung durch Pyridon 2b und Thiazolthion 3b

Nachdem das unterschiedliche photochemische Verhalten der Photo-Fenton-Reagenzien 2b
und 3b aufgeklart worden war, war es von besonderer mechanistischer Relevanz, die
Reaktivitdit beider gegeniiber der superhelikalen DNA zu untersuchen. In einer
Losungsmittelmischung von H,O-MeCN (60 : 40) zeigten beide Verbindungen nur eine
geringe Tendenz zur Strangbruchbildung. In Gegenwart des Radikalfingers Isopropanol
hingegen konnte die Bildung der geschéddigten, offen-circularen DNA vollig unterdriickt
werden, was einen deutlichen Hinweis daflir gibt, dass radikalische Spezies fiir die
Schidigung verantwortlich sind. Es bleibt aber ungeklirt, welche Radikale die Strangbriiche
jeweils bewirken. Bei der Photolyse des Pyridons 2b in rein wisserigem Medium war das

2-Hydroxyprop-2-ylradikal das alleinig abgefangene Radikal. In diesem Medium zeigte nun
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das Pyridon 2b eine doppelt so hohe Aktivitdt gegeniiber der superhelikalen DNA wie in dem
Losungsmittelgemisch H;O-MeCN (60 : 40). Da die Reaktionen mit der pBR 322 DNA unter
atmosphérischen Bedingungen durchgefiihrt wurden, sollte das unter Ausschluss von
Sauerstoff mit DMPO einzig detektierte 2-Hydroxyprop-2-ylradikal mit molekularem
Sauerstoff zum entsprechenden Alkylperoxylradikal kombinieren. Die photoinduzierte DNA-
schidigende Aktivitdt des Pyridons 2b beruht demnach auf den Spezies, die aus der
Zerfallskaskade des Isopropoxylradikals unter Beteiligung von Sauerstoff hervorgehen. Auch
in der Losungsmittelmischung von HO-MeCN (60 : 40) lauft dieser Zerfallsprozess ab, da
auch unter diesen Bedingungen das 2-Hydroxyprop-2-ylradikal aus dem Pyridon 2b generiert
wurde.

Im Falle des Thiazolthions 3b hingegen wurden unter allen angewandten Bedingungen
lediglich die Isopropoxylradikale detektiert, da die 2-Hydroxyprop-2-ylradikale sehr effizient
in situ abgefangen werden. Die nur sehr schwache DNA-Strangbriiche induzierende Aktivitét
bei der Photolyse des Thiazolthions 3b — das Thiazolthion 3b ist weniger aktiv als das Pyridon
2b, obwohl es, vergleicht man die Quantenausbeuten, deutlich effizienter photolysiert wird -

ist daher auf die wihrend der Bestrahlung generierten Isopropoxylradikale zuriickzufiihren.

4.3.4 Schlussfolgerung

Zusammenfassend kann konstatiert werden, dass Isopropoxylradikale, die von den Photo-
Fenton-Reagenzien 2b und 3b primér generiert werden, relativ ineffektiv DNA-Strangbriiche
induzieren. In wiéssrigem Medium hingegen, lagern die Isopropoxylradikale unter 1,2-H-
Verschiebung zu den 2-Hydroxyprop-2-ylradikalen um, die in Gegenwart von molekularem
Sauerstoff zu den entsprechenden Peroxylradikalen umgesetzt werden und schlieBlich eine
hohere Aktivitdt zur Strangbruchbildung zeigen als ihre Vorldufer, die Isopropoxylradikale.

Die einzigartige Eigenschaft des Thiazolthions 3b, die 2-Hydroxyprop-2-ylradikale wihrend
der Photolyse in situ abzufangen, macht dieses Reagenz =zu einer sauberen
Alkoxylradikalquelle. Letztere Spezies konnen aber aufgrund ihrer schnellen Umlagerung zu

den 2-Hydroxyprop-2-ylradikalen nur sehr ineffizient DNA-Schiaden vermitteln.
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5 Aushlick

5.1 Waetere Studien mit dem Pyridon 2c und dem Perester 4

In der vorliegenden Dissertation konnte gezeigt werden, dass photochemische tert-
Butoxylradikalquellen oxidative Schiden an dG nicht iber die primér freigesetzten
Alkoxylradikale sondern iiber Methylradikale vermitteln. fert-Butoxylradikale fragmentieren

namlich so effizient zu Methylradikalen, dass ihre Reaktion mit dG mit der B-Spaltung nicht

XN konkurrieren kann. Dies konnte sowohl fiir das Pyridon 2cC als auch fiir den
(\AI\ Perester 4 gezeigt werden. Um tert-Butoxylradikal-induzierte Schiden

N O beobachten zu konnen, miisste die Konzentration an dG mehr als zwei
O'Bu GroBenordnungen hoher gewédhlt werden als bei den in dieser Arbeit

2c durchgefiihrten Experimenten. Dies ist aber aufgrund der ungeniigenden
Loslichkeit von dG in Wasser nicht verwirklichbar. Eine erhohte Reaktivitdt der tert-
Butoxylradikale gegeniiber Guanin lésst sich aber moglicherweise in der DNA realisieren. Der
Perester 4 sollte aufgrund seiner Féhigkeit an die DNA zu binden, die Alkoxylradikale in
groflerer Ndhe zu Guanin freisetzen als das Pyridon 2cC, so dass fiir die fert-Butoxylradikale

das Verhiltnis von B-Fragmentierung zur Oxidation von Guanin fiir die letztere begiinstigt

werden sollte (Schema 5.1). Es wire also flir photobiologische Zwecke wichtig heraus

Oy__0OBu o
2 H
O ~ N
N
hv | A\ t ‘7
v ge—é—cn, DNA )ji %o Bu
H,O (le H,N N N\ °
3 H
T 8-'BuO-Gua
NEt;" CI [3—Spaltung 0
4
H

DNA-bindend

N
NS
H

Schema 5.1. Mogliche Reaktivitét des Peresters 4 gegeniiber Guanin in der DNA

zufinden, ob bei Bestrahlung von DNA in Gegenwart von Perester 4 geringere Ausbeuten an

Guanin-Methyladdukten gebildet werden als im Falle des Pyridons 2c. Zu diesem Zweck
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miisste das authentische 8-MeGua synthetisiert werden, dessen Darstellung in der Literatur

bekannt ist (Schema 5.2).'** Es sollte weiterhin iiberpriift werden, ob bei der Bestrahlung des

OH 0

N

> N—cH

)\\ | + )\\ | N 3

H,N~ N7 ONH; H,N" N §
5 Cr 8-MeGua H

Schema 5.2. Synthese von 8-MeGua, ausgehend von dem kommerziell erhiltlichen 2,5,6-

Triaminopyrimidin-4-ol.

DNA-bindenden Peresters 4 in Gegenwart von DNA auch Guanin-Addukte von tert-
Butoxylradikalen detektiert werden konnen. Guanin ist an der Position C8 besonders
empfindlich gegeniiber Radikalen, so dass 8-fert-Butoxyguanin (‘BuO-Gua) als Standard fiir
den HPLC-analytischen Nachweis solcher Addukte entwickelt werden sollte. Die Synthese
dieses potentiellen Guanin-Oxidationsprodukts sollte in Analogie zu dem entsprechenden

Methoxyderivat verlaufen, das literaturbekannt ist (Schema 5.3). 143145

0 0 0
H_ N N NBS H_ N N H_ N N
| \> — | \>—Br NaOR_ | \>—0R
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HNT °N \ HNT N7 TN HNT N7 TN
dR dR dR
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N
N\
g e
HN" N7 TN
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Schema 5.3. Allgemeiner Syntheseplan fiir die Darstellung von 8-Alkoxyguanin-Derivaten

dR = Desoxyriboserest

Bei der Oxidation von dG wihrend der Photolyse in Gegenwart von Pyridon 2C unter
atmosphérischen Bedingungen sind mehrere Oxylradikalen beteiligt, die aus den
Methylradikalen nach Sauerstoffaddition und anschlieBender Weiterzersetzung gebildet
werden. In der Zerfallskaskade der Methylradikale bilden sich auch Methoxylradikale. Es
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sollte daher auch ermittelt werden, welche Rolle bei der

O
u oxidativen Schiadigung von dG diese Methoxylradikale
~ N
)N\ | \> OCH; spielen, deren C-8-Addukt von dG (8-MeO-Gua) ebenfalls
H,N \N N\ synthetisiert (Schema 5.3) und in den Photooxidationen
H .
8-MeO-Gua nachgewiesen werden sollte.

5.2 Untersuchungen mit den | sopropoxylradikalquellen 2b und 3b

Das Pyridon 2b generierte bei Photolyse Isopropoxylradikale, die in wissrigem Medium zu
2-Hydroxyprop-2-ylradikalen umlagern. Letztere sind nach Addition von molekularem
Sauerstoff verantwortlich flir die von dieser Radikalquelle induzierten Strangbriiche. Um
einen Einblick in die Reaktivitit dieser Radikale gegeniiber der Base Guanin zu gewinnen,
sollten auch Photolysen in Gegenwart von dG und Kalbsthymus-DNA durchgefiihrt werden.
In diesem Zusammenhang ist es von photobiologischer Bedeutung zu bestimmen, ob bei
Reaktionsdurchfithrung unter Ausschluss von molekularem Sauerstoff die 2-Hydroxyprop-2-
ylradikale selbst auch Schiden vermitteln kdnnen. Unter sauerstofffreien Bedingungen sollte
bei Bestrahlung des Pyridons 2b in Gegenwart von dG das entsprechende C8-Addukt zu
erwarten sein (HOMeC-dG, Schema 5.4). Da bei der Photolyse des Thiazolthions 3b

Q H;C
H N )_
SN CHj3
2\
ﬁ )
HN" SN TN
drR

Me _
8/Pro-dG
0
H\ N H3C
HNT SN N O
dR
HOMe,C-dG
L

Schema 5.4. Guaninmodifikationen durch Thiazolthion 3b und Pyridon 2b

ausschlielich Isopropoxylradikale mit DM PO abgefangen wurden, sollte ein dG-Addukt des
2-Hydroxyprop-2-ylradikals bei diesem Photo-Fenton-Reagenz nicht gebildet werden;
vielmehr sollte das Isopropoxylradikal an C-8 addieren (PrO-dG). Das Thiazolthion 3b und
das Pyridon 2b sollten also auch beziiglich der Guanin-Basenoxidation ein unterschiedliches

Schadensprofil aufweisen.
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5.3 Derivate des Thiazolthionsystems fur mechanistische und

photobiologische Studien

In der vorliegenden Arbeit erwies sich das Thiazolthion 3b als selektive Quelle fiir
Isopropoxylradikale, was auf das Disulfid 7 als Photoprodukt zuriickgefiihrt wurde. Dieses
fangt die 2-Hydroxyprop-2-ylradikale ab und verhindert, dass sie mit DM PO oder der DNA
reagieren. Zur weiteren Bestdtigung, dass dieser Effekt wirklich auf das Disulfid 7
zuriickzufiihren ist, sollte das dem Thiazolthion 3b analoge Oxoderivat synthetisiert werden

(Schema 5.5).°*'%Y7 Da ein dem Disulfid 7 entsprechendes Produkt nicht entstehen

o om

S
l KOH
Br 0
1) Br,, HOAc I;I
) NH,OHHCI OH T Ao
Me' Me
Zl’lClz Et,O
S
k 4 k\ NE4OH k
N ’PrOTos II\I 0 < HuoH
(I) iy DMF ONEt, MeOH

Me Me

Schema 5.3. Syntheseroute eines Thiazolons als Isopropoxylradikalquelle

kann, sollte bei Bestrahlung des Thiazolons in Gegenwart von DM PO, wie im Falle des
Pyridons 2b, eine Mischung aus Isopropoxyl- und 2-Hydroxyprop-2-ylradikalen abgefangen
werden. Auf diese Weise konnte man untermauern, dass in der Tat das Disulfid 7 dafiir
verantwortlich ist, dass die 2-Hydroxyprop-2-ylradikale bei der Photolyse des Thiazolthions
3b mit DM PO nicht abgefangen werden.

Das Thiazolthion 3b hat den Makel, dass es nur durch Zugabe von erheblichen Mengen an
Acetonitril als Kosolvens in wissrigem Medium 16slich ist. Fiir photobiologische
Untersuchungen, die in wassrigem Medium durchgefiihrt werden, ist es jedoch sehr wichtig,
den Anteil an Kosolvens so niedrig wie moglich zu halten und so eine bessere Simulation des

biologischen Systems zu erreichen. Durch Einfiihrung einer Sulfonsduregruppe oder einer
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Ammoniumgruppe am Arylsubstituenten des Thiazolthions 3b sollte seine Loslichkeit

erheblich verbessert werden konnen (Abb. 5.1). Diese Verbindungen sollten analog zu dem in

S S
P P
oy @
H H
‘058 O\(C 3 Etﬂtl O\(C 3
+
Na CH, CH,

Cr

Abbildung 5.1. Beispicle fiir wasserlosliche Thiazolthione

dieser Arbeit untersuchten Thiazolthion 3b synthetisiert werden (vgl. Schema 5.3).'*” Es ist zu
erwarten, dass bei Bestrahlung auch ausschlielich Isopropoxylradikale abgefangen werden
und diese bei der DNA-Basen-Oxidation und Strangbruchbildung als schidigende Spezies
wirken. Somit hitte man den Vorteil des Pyridons 2b (Wasserloslichkeit) mit dem des
Thiazolthions 3b (langwellige UV-Absorption, ausschlieBliche Alkoxylradikalgenerierung) zu

einem neuen, verbesserten System vereinigt.
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6 Experimentaltell
6.1 Allgemeine Vorbemerkungen

6.1.1 Geratefur spektroskopische und analytische Unter suchungen

Spektroskopie
'H-NMR-Spektroskopie: Bruker AC 200 (200 MHz)
Bruker AC 250 (250 MHz)
BC-NMR-Spektroskopie: Bruker AC 200 (50 MHz)
Bruker AC 250 (63 MHz)
HMBC-Methode Bruker Advance 400 (400 MHz)
EPR-Spektroskopie: Bruker EPR 300
IR-Spektroskopie: FT-IR-Spektrophotometer (Perkin-Elmer Model 1605)
UV-VIS-Spektroskopie: Hitachi U-3200 Spektrophotometer
Massenspektrometrie MATO90 (Fa. Finnigan MAT)

Hochleistungsfllissigkeitschromatographie (HPL C)

Die Probenaufnahme erfolgte zwischen Pumpensystem und analytischer Sdule entweder
manuell durch eine 20 pl- oder 50 pl-Spritze (Hamilton, Bonaduz, Schweiz) {iber ein
Rheodyme-Injektionsventil Modell 7125 (Berkley, CA, USA) oder mit Hilfe eines
Autosamplers [Basic-Marathon-Plus (Spark, Emmen, Niederlande)]. Der jeweilige Detektor
war lber eine moglichst kurze Verbindung an die Séule angeschlossen. Als Verbindungen
zwischen dem Pumpensystem und dem Injektionsventil sowie zwischen Injektionsventil und
Séule und zwischen Sdule und Detektor wurden PEEK-Kapillaren oder Edelstahlkapillaren
der Firmen Knauer GmbH (Berlin) und Upchurch verwendet. Folgende drei HPLC-Anlagen

wurden eingesetzt:

Anlage 1:

Pumpen: Zwei Pumpen der Firma Bischoff (Leonberg) Modell
2200 (serielle Doppelkolbenpumpen) mit analytischen
Pumpenkopfen (0.01 - 5.00 ml/min) und Hinterkolben-
spiilung kombiniert mit einer Hochdruckmischkammer

der Firma Bischoff

- 64 -



6 Experimentalteil

UV-Detektion:

Fluoreszenzdetektion:

Datenauswertung;:

Anlage 2:

Pumpen:

UV-Detektion:

Elektrochemische Detektion:

Datenaufnahme:

Anlage 3:
Pumpen:

MS-Detektion

Datenaufnahme:

Waters 994 programmierbarer Photodiodenarray Detektor
mit zwei Kanédlen

Bischoff 8450 Fluoreszenz HPLC Monitor

(Shimadzu RF 551 Spektrofluorometer)

Die Datenaufnahme wund -auswertung sowie die
Pumpensteuerung erfolgte iiber einen Personalcomputer
mit dem  Zweikanal-Chromatographie-Daten-System
PEAK-MASTER 3 (Harley Systems) der Firma Harley

Systems

Zwei Pumpen der Firma Bischoff (Leonberg) Modell 2200
(serielle

Pumpenkopfen (0.01 - 5.00 ml/min)

Doppelkolbenpumpen)  mit  analytischen
SpectraFlow 600 Diodenarray-Detektor der Firma
SunChrom, Friedrichsdorf

ESA Coulochem Modell 5100 A mit "High Sensitive
Analytical Cell" Modell 5011

Die Datenaufnahme und -auswertung erfolgte iiber einen
Personalcomputer mit der Software ChromStar 5.0

Release 9.

Applied Biosystems 140B Pumpe (bai, Bensheim)
Finnigan TSQ 7000 Triple
LC-MS/MS

Quadrupol-
Massenspektrometer (Finnigan  MAT,
Bremen) mit Finnigan Elektrospray lonisation-Interface
(ESI)

ICIS Data System auf DEC Station 5000/33 (Digital
Equipment, Unterfohring) und ICS 8.1 Software (Finnigan

MAT, Bremen)
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Gelelektrophorese

Elektrophoresekammer:

Kamera:
UV-Schirm:

Software Integration:

Weitere Ger ate

pH Meter:

Vakuumkonzentrator:

Pipetten:

ReaktionsgefaBschiittler:

Zentrifuge:

DNA-Horizontal-Elektrophoresekammer  der  Firma
Pharmacia (GNA 100) mit einem "Gene Power Supply"
(GPS 200/400)

Herolab E.A.S.Y. 429 K

Aexc. = 366 nm

Herolab E.A.S.Y. Plus enhanced Analysis System,
Herolab GmbH Laborgerite

pH-Werte wurden mit einem pH-Meter der Firma
Wissenschaftliche Technische Werke (WTW, Weilheim)
kombiniert mit einer pH-Elektrode LIQ-GLASS der

Firma Hamilton bestimmt.

Das Entfernen der Losungsmittel aus den Eppendorf-
Gefdflen sowie das Gefriertrocknen erfolgten in einem
Vakuumkonzentrator der Firma Bachofer mit einem
Schwingrotor vom Typ SRQ-Swing-44, kombiniert mit
einer Vakuumdélpumpe der Firma Bachofer (Saugleistung

5 m’/h).

Einstellbare Mikroliterpipetten der Firma Gilson (2, 20,
100, 200 und 1000 pl) sowie der Firma Brand (200, 1000
und 5000 pl)

GLW L46 (Vortex) der Firma Hartenstein, Wiirzburg

Hettich-Mikroliter-Zentrifuge mit Rotor fiir 24

Eppendorf-Reaktionsgefilie
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Schmelzpunktbestimmung: Biichi Melting Point B-545

6.1.2 Bestrahlungsapparaturen

Rayonet-Photoreaktoren: ~ Fiir Bestrahlungen bei 300 oder 350 nm wurden Rayonet-
Photoreaktoren der Firma Southern New England Ultraviolet
Company, Branford, CT 06405, USA mit 16 UV-Lampen [RPR
3000 (300 nm, je 21 W) oder RPR 3500 (350 nm, 24 W)]

eingesetzt.

Blacklight-Lampe: Fiir Bestrahlungen bei 312 nm wurde eine Blacklight-Lampe
(312 nm, 30 W) der Firma Itf Labortechnik (Wasserburg,

Deutschland) eingesetzt.

Hg-Lampe: 450-W  USHIO  UM-Hochdruckquecksilber-Lampe  mit
TOSHIBA UV-35 (350 nm) Glasfilter

Laser: Fiir die zeitaufgelosten Laserblitz-Photolysen wurde ein Lamda
Physik EMG 101 MSC XeCl-Excimerlaser eingesetzt. Die
Datenaufnahme erfolgte iiber MacFitFlash 2.0.1 von A.H.R.B.

Software Corporation Basel.

6.1.3 Dunnschicht- und Sdulenchromatographie

Zur Diinnschichtchromatographie (DC) wurden Silicagel-Folien Polygram SIL G/UV;s4 (40 x
80 mm) der Firma Machery-Nagel, Diiren verwendet. Die UV-absorbierenden Substanzen
wurden mit einer UV-Lampe (254 nm) sichtbar gemacht. Fiir die priparative
Saulenchromatographie wurde Kieselgel der KorngroBe 63 - 200 pm der Firma Woelm,
Erlangen als stationdre Phase eingesetzt. Das Adsorbens-Substratverhidltnis betrug

50 bis 100 : 1. Das Elutionsmittel ist bei den einzelnen Versuchen in Klammern angegeben.

6.1.4 Reagenzien und L dsungsmittel

Kommerziell erhidltliche Chemikalien wurden ohne weitere Reinigung eingesetzt. Die

verwendeten Losungsmittel wurden nach Standard-Methoden gereinigt und getrocknet.
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Fiir die Untersuchungen mit DNA und dG wurden ausschlieSlich Reagenzien von héchster
Reinheit eingesetzt, die vor allem frei von DNA-schidigenden Verunreinigungen sein miissen.
Die folgenden Reagenzien sind kommerziell erhiltlich und wurden von den angegebenen
Firmen bezogen:

Ethidiumbromid fiir biochemische Zwecke, dG und Borsdure wurden von Merck KGaA
(Darmstadt), superhelikale pBR 322 DNA (Form I, MW 2.9 x 10° D, 4365 bp) von Pharmacia
Biotech Europe GmbH (Freiburg) und Agarose von Serva Feinbiochemica GmbH
(Heidelberg) erworben. Das Natriumsalz von 1,2-Naphthochinon-4-Sulfonsiure,
Bromphenolblau ,,gel-loading solution* und Tris(hydroxymethyl)-amino-methan (Trisbase)
wurden von Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Deisenhofen) erworben. Ammoniumformiat und
2,2-Dimethylpyrrolin-N-oxid (DMPO) wurden von Fluka Chemie AG (Buchs, Schweiz)
bezogen. Methanol und Acetonitril (beide HPLC-Qualitidt) wurden bei Fisher Scientific
(Nidderau), Zitronensdure (p.a.) bei Riedel de Haén gekauft. Alle wissrigen Losungen fiir
Reaktionen und Chromatographie wurden mit Milli-Q-Wasser hergestellt. Die Bereitung der
Pufferlosungen ist bei den jeweiligen allgemeinen Arbeitsvorschriften aufgefiihrt. Weitere fiir
die Synthesen benétigten Chemikalien waren kommerziell erhiltlich und sind an dieser Stelle

nicht extra aufgelistet.

6.1.5 Arbeitsmethoden

Reaktionslosungen wurden mit einem Magnetrithrer geriihrt. Die angegebenen
Reaktionstemperaturen beziehen sich auf das das Reaktionsgefdl umgebende Medium.
Losungsmittel wurden am Rotationsverdampfer abdestilliert. Alle in dieser Arbeit
photochemisch untersuchten Verbindungen wurden unter Lichtausschluss bei -20 °C gelagert.
Reaktionslosungen in Eppendorf-Gefdlen wurden nach der Zugabe der Reagenzien griindlich
geschiittelt und anschlieBend zentrifugiert. Weitere Angaben beziiglich der Arbeitsmethoden

finden sich bei den im Experimentalteil aufgefiihrten Allgemeinen Arbeitsvorschriften.
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HPL C-Analytik

Methode 1

Saule:

Laufmittel:

Flussgeschwindigkeit:

Detektionsmethode:

M ethode 2;

Saule:

Laufmittel:

Flussgeschwindigkeit:

Detektionsmethode:

M ethode 3;
Siule:

Laufmittel:

Flussgeschwindigkeit:

Detektionsmethode:

M ethode 4:

Saule:

Laufmittel:

Flussgeschwindigkeit:

Detektionsmethode:

Reversed Phase, Eurosphere C-18, Partikelgroe 7 pm, mittlerer
Porendurchmesser 100 A, Innendurchmesser 250 x 4.6 mm
(Firma Knauer GmbH, Berlin)

50 mM Natriumcitratpuffer (pH 5.0)/ Methanol (95 : 5)

1.0 ml/min

UV bei A =300 nm

Reversed Phase, Eurosphere C-18, Partikelgroe 5 pm, mittlerer
Porendurchmesser 100 A, Innendurchmesser 250 x 4.6 mm
(Firma Knauer GmbH, Berlin)

MeCN/H,0 (95 : 5)

1.0 ml/min

UV bei A =300 nm

Wie unter Methode 1
50 mM Natriumcitratpuffer (pH 5.0)/ Methanol (85 : 15)
1.0 ml/min

UV bei A=254 nm

Reversed Phase, Eurosphere C-18, Partikelgroe 5 pm, mittlerer
Porendurchmesser 100 A, Innendurchmesser 100 x 4.6 mm
(Knauer GmbH, Berlin)

50 mM Formiatpuffer (pH 5.0)/ Methanol (85 : 15)

0.2 ml/min

Electrospray Ionisation (ESI) im positiven Modus

Quarzkapillare 230 °C

ESI-Kapillarspannung: 3.5 kV
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Sheatgas: Stickstoft (50 psi)
Hilfsgas: Stickstoff (10 I/ min)
StoBaktivierung (CID) Argon, 2.00 mTorr, 8 eV

Methode 5:
Saule: Wie unter Methode 1
Laufmittel: 50 mM Natriumcitratpuffer (pH 5.0)/ Methanol (80 : 20)

Flussgeschwindigkeit: 1.0 ml/min
Detektionsmethode: Kanal 1: elekrochemischer Detektor +450 mV fiir 8-oxodG
Kanal 2: UV bei A =254 nm fur dG

Methode 6:
Saule: Wie unter Methode 2
Laufmittel: 25 mM Ammoniumformiatpuffer (pH 7.0)/ Methanol (90 : 10)

Flussgeschwindigkeit: 1.0 ml/min

Detektionsmethode: Fluoreszenzdetektion (Aex = 355 nm, A, = 405 nm)

Quantifizierungen erfolgten, soweit nicht anders angegeben, unter Verwendung der

authentischen Vergleichsverbindungen als externe Standards.

6.2 Untersuchung von Pyridon 2c und Perester 4

6.2.1 Syntheseder Edukte

V-1: N-Hydroxypyridin-2-on (II-SFM-6)

(L
ITI O
OH

2a
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Zu 5 ml (5.00 g, 7.52 mmol) der kommerziell erhéltlichen 20-%igen wissrigen Losung von N-
Oxypyridin-2-on-Natriumsalz wurde vorsichtig tropfenweise 37%ige Salzsidure hinzugegeben.
Es bildete sich ein farbloser Feststoff, der durch Filtration getrennt wurde. Das Verfahren
wurde mit dem Filtrat wiederholt bis sich kein Feststoff mehr bildete. Der Feststoff wurde mit
2 ml Wasser gewaschen und im Exsikkator iiber CaCl, getrocknet. Nach Umkristallisation aus
Essigester wurden 342 mg (3.08 mmol, 41%, Lit.”: keine Angabe) eines farblosen
kristallinen Feststoffes, Smp.: 148-149 °C (Lit."**: 148-149 °C) erhalten.

HPLC (Methode 1): tg = 10.4 min
UV (H;0): Amax (log €) =298 nm (3.70).-

IR (KBr): v = 3568 cm” (OH), 3076 (C-H)), 2361, 1637 (C-C), 1542 (C=0), 1542, 1369,
1227, 1174.-

'H-NMR (CDCls, 200 MHz): & = 6.33 (dt, J = 6.9 Hz, J = 1.6 Hz, 1 H, aromat. H), 6.72 (dd,
J=9.0 Hz, J = 1.6 Hz, 1 H, aromat. H), 7.38 (ddd, J =
9.0Hz, J=69 Hz, J=1.9 Hz, 1 H, aromat. H), 7.78 (dd,
J=6.9 Hz, J= 1.9 Hz, 1 H, aromat. H), 10.4 (s, 1 H, N-
OH).-

BC-NMR (CDCls, 63 MHz): 8= 110.1, 120.6, 137.8, 141.9, 162.0 (C=0).-

V-2 Synthese von N-tert-Butoxy-2-pyridon (III-SFM-83, 43)

(L
N O
Cl)tBu
2c
1.00 g (9.00 mmol) Pyridon 2a wurde in 80 ml Dichlormethan gelost, und unter Riithren und
Riickflusserhitzen wurden 4.73 g (20.4 mmol) Silberoxid und 6.10 g (44.5 mmol) tert-Butyl-

bromid innerhalb von 12 h portionsweise hinzugegeben. Der Niederschlag wurde abfiltriert

und mit Dichlormethan gewaschen (2 x 20 ml). Die vereinigten organischen Phasen wurden
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mit geséttigter Natriumhydrogencarbonatlosung (4 x 25 ml) extrahiert, iber Natriumsulfat
getrocknet, und am Rotationsverdampfer wurde das Losungsmittel abdestilliert (40 °C, 12
Torr). Das Rohprodukt wurde durch Sdulenchromatographie an  Kieselgel
[Essigester/Petrolether (1:1)] gereinigt. Man erhielt 278 mg (3.87 mmol, 43%) eines farblosen
Feststoffes.. Eine analytische Probe wurde aus Essigester/Petrolether umkristallisiert, Smp.

101-102 °C

DC [Essigester/Petrolether (1:1)]: Rg=0.17

HPLC (Methode 2) tg = 4.8 min

IR (KBr): v=2978 cm™, 2363, 1656, 1584, 1528, 1368, 1262, 1150, 1102.-

UV (H20): Amax (log €) =300 nm (3.75).-

'H-NMR (200 MHz, CDCl3) & = 7.40 (dd, J = 2.1, 7.2 Hz, 1H), 7.25 (ddd, J = 2.1, 7.1, 9.2
Hz, 1H), 6.64 (dd, J = 1.8, 9.2 Hz, 1H), 6.04 (ddd, J = 1.8,

7.1, 7.2 Hz, 1H), 1.40 (s, 9H).-

BC.NMR (63 MHz, CDCls) & = 26.9 (CHs), 87.4 (C(CHs)s), 104.2, 123.1, 138.5, 139.1,

161.2 (C=0).-
CoH 3NO, (153.2) Ber. C 64.65 H7.84 N 8.38
Gef. C 64.59 H7.76 N 8.52

V-3: 4-Chlormethylbenzoesdiuremethylester (V-SFM-10)'%°

O OMe

Cl
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Unter Rithren wurden zu 15 ml abs. Methanol 5.00 g (26.5 mmol) 4-Chlormethyl-
benzoylchlorid innerhalb von 15 min so zugetropft, dass die Temperatur 30 °C nicht
iiberstieg. Nach weiterem Riihren bei Raumtemperatur fiir 1 h wurde eine Losung von 1 g
NaOH in 8 ml MeOH bei 15 °C zugetropft. Es wurde fiir eine weitere Stunde bei
Raumtemperatur geriihrt. Der Niederschlag wurde abfiltriert und mit MeOH gewaschen. Das
Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer abdestilliert (40 °C, 20 Torr), und die
verbleibende, teilweise auskristallisierte Fliissigkeit wurde fraktionierend destilliert. Man

erhielt 3.88 g (21 mmol, 81%, Lit.'” 93%) eines farblosen Ols.

'H-NMR (200 MHz, CD;OD) & = 8.00 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.42 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 4.58 (s,
2H), 3.89 (s, 3H).-

V-4: [4-(N,N,N-Triethylammoniummethyl)benzoesduremethylester] chlorid
(V-SFM-11, II-LEG-85)'*

O OMe

NEt;" CI

Zu einer Losung von 3.88 g (21.0 mmol) 4-Chlormethylbenzoesduremethylester in 12 ml
Toluol, 12 ml Aceton und 1.2 ml DMF wurden innerhalb von 1 h bei 50 °C 4.92 ml (35.3
mmol) Triethylamin getropft. Es wurde fiir 1 h unter Riickfluss erhitzt. Beim Abkiihlen auf
Raumtemperatur fiel ein farbloser volumindser Feststoff aus. Nach Abdestillieren des
Losungsmittels (80 °C, 15 Torr) blieb eine zdhe, gelbliche Masse zuriick, die in 100 ml
Diethylether suspendiert und im Ultraschallbad kristallisiert wurde. Man erhielt 3.45 g
(12.1 mmol, 58%, Lit.'®: 59%) eines farblosen, stark hygroskopischen Feststoffs, Smp. 159-
161 °C (Lit."**:73-75 °C), es handelt sich dabei offensichtlich um eine falsche Angabe).

'H-NMR (200 MHz, CD;0D) &= 1.45 (t, J = 7.0 Hz, 9H), 3.31 (q, J = 7.0 Hz, 6H), 3.93 (s,
3H), 4.60 (s, 2H), 7.70 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 8.13 (d, J= 8.1
Hz, 2H).-
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BC.NMR (50 MHz, CD;OD) & = 8.8, 53.9, 54.9, 61.6, 132.7, 134.8, 135.1, 135.4,
169.2 (C=0).-

V-5: [4-(N,N,N-Triethylammoniummethyl)benzoesdure] chlorid (V-SFM-12)'%

O OH
AN

NEt;" CI

345 g (12.1 mmol) [4-(N,N,N-Triethylammoniummethyl)benzoesduremethylester]chlorid
wurden in 180 ml 18%-iger Salzsdure fiir 12 h unter Riickfluss erhitzt. Das Losungsmittel
wurde abdestilliert (60 °C, 15 Torr). Es blieben 3.12 g (11.5 mmol, 95%, Lit.'**: 94%) eines
farblosen Feststoffs (Smp. 210-211 °C, Lit."®: 127-129 °C, es handelt sich dabei

offensichtlich um eine falsche Angabe) zuriick.

'H-NMR (200 MHz, CD;0D) & = 1.4 (t, J = 7.0 Hz, 9H), 3.29 (q, J = 7.0 Hz, 6H), 4.56 (s,
2H), 7.67 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 8.15 (d, J = 8.2 Hz, 2H).-

BC-NMR (50 MHz, CD;0D) 8= 8.7, 54.9, 61.6, 132.7, 134.9, 135.1, 135.4, 169.2 (C=0).-
V-6: [4-(N,N,N-Triethylammoniummethyl)benzoylchlorid] chlorid (V-SFM-13)'%

O Cl
N

NEt;" CI

3.12 g (11.5 mmol) [4-(N,N,N-Triethylammoniummethyl)benzoesdure]chlorid wurden in
180 ml frisch destilliertem Thionylchlorid geldst und fiir 12 h unter Riickfluss erhitzt. Nach
Abdestillation des Losungsmittels (80 °C, 40 Torr) blieb ein dliger Feststoff zuriick, der durch

-74 -



6 Experimentalteil

Zugabe von Dichlormethan kristallisiert werden konnte. Man erhielt 2.51 g (9.85 mmol, 75%,
Lit."®: 949%) eines farblosen Pulvers, Smp. 95-100 °C (Lit.'"™: keine Angabe)

'H-NMR (200 MHz, CD;0D) & = 1.4 (t, J = 7.0 Hz, 9H), 3.29 (q, J = 7.0 Hz, 6H), 4.59 (s,
2H), 7.70 (d, J= 8.2 Hz, 2H), 8.14 (d, J= 8.2 Hz, 2H).-

V-7: [4-(N,N,N-Triethylammoniummethyl)benzoesdure-tert-butylperester] chlorid
(V-SFM-14)"%

O OO'Bu
N

NEt;" CI

Unter  Stickstoffatmosphdre =~ wurden 520 mg (1.79  mmol) [4-(N,N,N-
Triethylammoniummethyl)benzoylchlorid]chlorid in 6 ml abs. Dichlormethan suspendiert.
Bei 0 °C wurden 480 pl frisch dest. Pyridin und 936 pl einer 4.5 mM Ldsung von tert-
Butylhydroperoxid in Nonan zugegeben. Bei dieser Temperatur wurde fiir 6 h, bei
Raumtemperatur flir weitere 12 h und bei 50 °C schlieBlich fiir 5 h geriihrt. Der wéahrend der
Reaktion ausfallende Feststoff wurde abfiltriert, und die Mutterlauge am Rotationsverdampfer
eingeengt. Der zuriickbleibende farblose Feststoff wurde in Chloroform geldst, mit 2 g
NaHCOj; und 3 Tropfen Wasser versetzt und fiir 1 h geriihrt. Die Suspension wurde filtriert,
und das Losungsmittel des Filtrats abdestilliert. Der 6lige Riickstand wurde mit 40 ml
Diethylether versetzt und im Ultraschallbad kristallisiert. Das Losungsmittel wurde
abdekantiert und der Riickstand im Vakuum (15 Torr) getrocknet. Man erhielt 408 mg
(1.19 mmol, 66%, Lit."*: 65%) eines farblosen kristallinen FeststofTs.

UV (H20): Amax (log €) = 278 (3.00).

IR (Nujol): v = 1755 cm™, 1243, 1184, 1070, 1018, 108.-
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'H-NMR (200 MHz, D,0) 8= 1.25 (t, J = 7.0 Hz, 9H), 3.11 (q, J = 7.0 Hz, 6H), 4.26 (s, 2H),
7.53 (d,J=8.1 Hz, 2H), 7.91 (d, J = 8.1 Hz, 2H).-

BC.NMR (63 MHz, D,O) & = 9.44, 27.7, 55.0, 61.6, 88.7, 130.7, 132.2, 135.4, 135.6,
166.8 (C=0).-

V-8: 8-Methyl-2 “-desoxyguanosin (IV-SEM-62)'"?

0
H. N
N
N\
e
HNT N7 N
HO 0 ‘

OH
8-MedG

4.15 g (15.0 mmol) FeSO4 x 7 H,O und 1.00 g (3.74 mmol) 2‘-Desoxyguanosin wurden bei
0 °C in 200 ml IN H,SO4 gelost. Zu dieser Losung wurde bei 0 °C eine Losung von 1.51 ml
(11.0 mmol) tert-Butylhydroperoxid (70%) in 20 ml Wasser innerhalb von 3 min zugetropft.
Nach Neutralisation mit 1 N NaOH wurde das Losungsmittel abdestilliert (40 °C, 15 Torr).
Der Riickstand wurde mit heiBem Methanol (2 x 100 ml) extrahiert. Nach Abdestillation des
Losungsmittels (40 °C, 100 Torr) blieb ein braunlicher Feststoff zuriick, der durch
Saulenchromatographie an Kieselgel [300 ml CH,CI,/MeOH 9 : 1, 1.5 1 CH,Cl,/MeOH 5 : 1,
300 ml CH,Cl,/MeOH 1: 1] gereinigt wurde. Man erhielt 73.0 mg (0.26 mmol, 7%, Lit.'":
29%) eines farblosen Feststoffes, Smp. 226-228 °C (Lit.'"*: 226-229 °C).

HPLC (Methode 4): tg = 7.3 min.-

-76 -



6 Experimentalteil

'"H-NMR (200 MHz, D,0 (40% CD;CN) & = 2.46 (ddd, J= 13.8 Hz, J= 6.4 Hz, J = 2.4 Hz
1H), 2.65 (s, 3H,CHs), 3.10 (m, 1H), 3.98 (m,
2H), 4.25 (m, 1H), 4.79 (m, 1H), 6.40 (dd, J =
8.7 Hz, J= 6.4 Hz, 1H).-

PC-NMR (63 MHz, DMSO) & = 15.8 (CH3), 38.5, 62.6, 71.6, 83.9, 88.1, 116.0, 145.4, 152.6,
153.8, 157.2.-

V-9: N'-Methyl-2'-desoxyguanosiniodid (V-SFM-3)'"*

OH

2.00 g (7.01 mmol) 2'-Desoxyguanosin x H,O wurden in 15 ml Dimethylsulfoxid geldst und
nach Zugabe von 2.00 ml (31.5 mmol) Methyliodid wurde fiir 1 h bei Raumtemperatur
geriihrt, wobei eine rotliche Verfirbung eintrat. Der Uberschuss an Methyliodid wurde mit
Stickstoff herausgeblasen und die Reaktionslosung mit 120 ml Dichlormethan verdiinnt und
fiir 2.5 h bei 0 °C gelagert. Der farblose Niederschlag wurde abfiltriert und mit 10 ml kaltem
Ethanol und 10 ml kaltem Diethylether gewaschen. Man erhielt 2.17 g (5.08 mmol, 72%,
Lit.''*: 77%) eines farblosen Feststoffes, Smp.: Zersetzung bei 135 °C (Lit.''*: Zersetzung
bei 135 °C).

IR (KBr): v = 3300 cm™, 3200, 2940, 1700, 1630, 1360, 1180, 1080, 760.-

'H-NMR (200 MHz, D,O) & = 2.54 (m, 2H), 3.66 (m, 2H), 3.93 (s, 3H, N’-CHj),
4.02 (m, 1H), 4.44 (m, 1H), 6.23 (m, 1H) 8.93 (s, 1H).-

=77 -



6 Experimentalteil

V-10: N’-Methyl-2'-desoxyguanosin (V-SFM-4)! 14b

O_ /CH3
N
o’
)\\
H,NT N7 N
HO— o

OH
N’-MedG

2.10 g (4.92 mmol) N'-Methyl-2'-desoxyguanosiniodid wurden in 120 ml Ethanol suspendiert,
nach Abkiihlung auf 0 °C mit 22 ml Methylamin (40% in Wasser) versetzt und bei gleicher
Temperatur fiir 1 h geriihrt. Der farblose Feststoff wurde durch Zentrifugieren abgetrennt und
mit 50 ml kaltem Ethanol und 80 ml kaltem Diethylether gewaschen. Nach Trocknen iiber
Blaugel im Exsikkator erhielt man 1.01 g ( 3.59 mmol, 73%, Lit."'**: 66%) eines farblosen
Feststoffes, Smp. 210-212 °C (Lit.'*: 210 °C).

IR (KBr) : 3440 cm™, 3310, 2790, 1620, 1550, 1330,1100.-

'H-NMR (200 MHz, D,0) & = 2.49 (m, 2H), 3.63 (m, 2H), 3.88 (s, 3H), 4.00 (m, 1H), 4.40
(m, 1H), 6.16 (m, 1H).-

3C-NMR (63 MHz, DMSO) & = 35.1 (CH3), 40.0, 61.5, 70.4, 84.9, 88.6, 108.9, 131.9, 149.3,
163.2, 163.5.-

6.2.2 Bestimmung der Quantenausbeute des photochemischen Zerfalls von Pyridon 2c

mittels Kaliumferrioxalat-Aktinometrie

V-11: Synthese von Kaliumferrioxalat (III-SFM-50)""’

Zu einer 1.50 M wissrigen Losung von Kaliumoxalat [18.8 g (113 mmol) in 75 ml Wasser]
wurde eine 1.50 mM wissrige Losung von Eisen-(III)-chlorid [6.08 g (37.5 mmol) in 25 ml

Wasser gegeben. Nach 1 h Riihrens unter Lichtausschluss bei Raumtemperatur wurde der
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grilme Niederschlag abfiltriert und aus 75 ml heiBem Wasser umkristallisiert. Man erhielt
4.57 g (16.9 mmol, 45%, Lit.'""”: keine Angabe) eines leuchtend griinen Feststoffs.

V-12: Bestimmung der Quantenausbeute der photochemischen Zersetzung @ .. von

Pyridon 2c (IV-SFM-47)

a) Allgemeine Arbeitsvorschrift (AAV-1) fur die Ferrioxalat-Aktinometrie™®’

Stammlésungen:

(a) Phenanthrolin-Losung : 0.1 Massenprozent in Wasser (100 mg in 100 ml Losung)
(b) Puffer-Losung: 8.20 g (60.3 mmol) Natriumacetat x 3 H,O und 1.00 ml konz.
Schwefelsdure wurden mit Wasser auf 100 ml aufgefiillt.

(c) Kaliumeisenoxalat-Losung: 506 mg (1.03 mmol) in 0.1 N Schwefelsdure

Durchfiihrung:

Alle Arbeiten wurden um die UV-Strahlung zu reduzieren in einem dunklen Raum in
Gegenwart einer Rotlichtlampe durchgefiihrt. Jeweils 1.50 ml der Kaliumeisenoxalatlosung
(c) wurden in eine UV-Kiivette und in ein Glasgefdl iiberfiihrt. Die Losung im Glasgefdl3
wurde als Blindprobe unter Ausschluss von Licht verwahrt. Die Losung in der UV-Kiivette
wurde fiir exakt 2.00 min mit einer Blacklightlampe (312 nm) bei Raumtemperatur (ca. 20 °C)
bestrahlt. Die bestrahlte und die unbestrahlte Probe wurden anschlieBend in gleicher Weise
aufbereitet: Je 1.00 ml der Proben wurden zuerst mit 1.00 ml der Pufferlosung (b), dann mit
2.00 ml der Phenanthrolin-Losung (a) versetzt und mit Wasser auf 10 ml verdiinnt. Nach
kurzem Schiitteln der Losungen wurden beide Proben fiir zwei Stunden im Dunkeln
aufbewahrt. Nach dieser Zeit wurde die Differenz der Absorption (A E;) zwischen der
bestrahlten (E;) und der unbestrahlten Probe (Eg) bei 510 nm bestimmt. Die Bestimmung
wurde fiir eine weitere, unabhingig von der ersten durchgefiihrten Reaktion wiederholt (A E;,

A Ey).

AE;=0.2873
A E; =0.3238
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Daraus wurde die Anzahl der eingestrahlten Photonen nach Gleichung 6.1'" berechnet:
Photonenzahl = VixVs X AEsw X ! (Gl.6.0)
Vaxd €510 b xt

mit

V, Volumen der bestrahlten Aktinometer-Lésung (hier: 1.50 ml)

V, Volumen der bestrahlten Aktinometer-Losung, die von V; entnommen wurde (hier:
1.00 ml)

V; Volumen, auf das die bestrahlte Probe bei der Aufbereitung verdiinnt wurde (hier:
10.0 ml)

AEs;py  Absorptionsdifferenz bei 510 nm zwischen bestrahlter und nicht-bestrahlter
Aktinometerlosung

€510 Extinktionskoeffizient des gebildeten Fe(Il)phens-Komplexes bei 510 nm (es519 =

1.11 x 10* 1 mol™ em™)'"”

d optische Weglinge bei der UV-Messung (hier: 1 cm)

() Quantenausbeute des Aktinometers bei Bestrahlung (312 nm) Fe(Il) zu bilden
(1.24)""7

t Bestrahlungszeit (hier: 2 min)

Nach dieser Gleichung wurde eine Photonenzahl von (1.67 + 0.10) x 107 Einstein min™

ermittelt.

b) Bestrahlung des Pyridons 2c

1.50 ml einer 0.50 mM Loésung von Pyridon 2¢ in Wasser wurde unter genau den identischen
Bedingungen wie der Aktinometer in einer UV-Kiivette bei Raumtemperatur fiir 2.0 min
photolysiert. Der Umsatz an Pyridon 2¢ wurde mittels HPLC und UV-Detektor (Methode 2)
bestimmt und betrug 7.4 + 0.1%, das 0.074 x 0.5 x 10° mol mI™" x 1.5 ml = 5.5 x 10™® mol an
umgesetzten Pyridon 2¢ entspricht.

106
2

Damit wurde die Quantenausbeute der Zersetzung @4, nach Gleichung 6. bestimmt:
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Anzahl der umgesetzten Pyridon-Molekiile
Dec = . (Gl. 6.2)
Anzahl der absorbierten Photonen

0.074 x 0.50 x 10° 2 4 1.5 m1
ml

7 mol
min

1.67x1 x 2.0 min

0.17 £ 0.01

6.2.3 Produktein der Photolyse des Pyridons 2c

V-13: Bestimmung der Photoprodukte von Pyridon 2¢ (V-SFM-19)

2
4 4 N o_, CH3
6 : ~_ CH;
Il\] 2 0) 6 Il\] 2 0
H H

6a 6c

350 mg (2.09 mmol) des Pyridon 2¢ wurden in 80 ml Wasser geldst und bei 10 °C in einem
mit kaltem Ethanol umspiilten doppelwandigem Glasgefd3 fiir 5:50 h im Rayonet (300 nm)
bestrahlt. Das Losungsmittel wurde bei 40 °C (70 mbar) abdestilliert und der schwarze, olige
Riickstand wurde mittels Sdulenchromatographie an Kieselgel [Ethylacetat / Dichlormethan
(10 : 2)] aufgetrennt. Es wurden 106 mg (0.63 mmol, 30%) des Pyridons 2c (Ry = 0.29)
reisoliert. Man erhielt 59.0 mg (0.62 mmol, 30%) 2-Pyridon 6a (Rf = 0.05) und 93.0 mg
(0.56 mmol, 27%) 3-tert-Butoxy-2-pyridon 6C (Ry = 0.16) als farblose Kristalle nach

Umkristallisation aus Dichlormethan / Diethylether.

2-Pyridon (6a).

'"H NMR (200 MHz, CDCL3): 3= 6.30 (ddd, J = 6.6 Hz, 6.6 Hz, 1.1 Hz, 1H, H-5), 6.59 (d, J =
9.2 Hz, 1H, H-3), 7.45 (m, 2H, H-4, H-6).

3-tert-Butoxy-2-pyridon (6c). Smp.: 101-103 °C
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'H-NMR (200 MHz, CDCly) & = 1.39 (s, 1H, CHs), 6.15 (dd, J= 7.3 Hz, 6.5 Hz, 1H, H-6"),
7.07 (dd, J=7.3 Hz, 1.8 Hz, 1H, H-4"), 7.14 (dd, J = 6.5 Hz,
1.8 Hz, 1H, H-5").

3C-NMR (50 MHz, CDCl3) &= 28.1 (t, C-2), 81.2 (s, C-1), 106.2 (d, C-5'), 129.4 (d, C-6"),
131.0 (d, C-4"), 145.9 (s, C-3'), 163.7 (s, C-2").

Die Kopplungen im HMBC-Spektrum sind in Tabelle 6.1 aufgefiihrt.

HRMS (EI): berechnet fiir CoH3NO;: 167.0946, gefunden: 167.0947.

Tabelle6.1. *J- und *J-Kopplungen aus dem HMBC-Spektrum ¥

H-Atom (0y in [ppm]) C-Atome (8¢ in [ppm]) mit “J- und *J-Kopplungen zu den
entsprechenden H-Atomen
H-4'(6.77) C-6'(129.4) C-3'(145.9) C-2'(163.7)
H-5'(6.19) C-6'(129.4) C-3'(145.9)
H-6' (7.03) C-5'(106.2) C-4'(131.0) C-2'(163.7)

2) Heteronuclear-Multiple-Bond Correlation;

6.2.4 Nachweis von Radikalen bel der Photolyse des Pyridons 2c und des Peresters 4
mittels DM PO-Spintrapping und EPR-Spektroskopie

Allgemeine Arbeitsvorschrift (AAV-2) fur die Durchfuhrung der EPR-Studien mit
5,5-Dimethylpyrrolin-N-oxid (DM PO):

Fiir die Spinabfangexperimente wurden 1000 pl Probenlésungen von Pyridon 2¢c und DM PO
in Wasser oder Benzol im Rayonet (300 nm) bestrahlt. Zur Photolyse unter atmosphérischen
Bedingungen wurden verschlieBbare 3-ml-Glasgefdle verwendet, zur Photolyse unter
weitgehendem Ausschluss von molekularem Sauerstoff Schlenkrohre. Im letzteren Fall
wurden die Proben vor der Bestrahlung durch dreimaliges ,,freeze-pump-thaw* entgast und
mit Stickstoffgas beliiftet. Zur Kiihlung diente ein in einem 3-L Becherglas befindliches
Ethanolbad, dessen Temperatur durch einen Kryostaten (Typ RKT-20-D, Wobser GmbH,

Lauda-Konigshofen) auf ca. 10 °C gehalten wurde und in dem die Proben fixiert waren. Die
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spektroskopischen Messungen wurden in einer Quarzglasflachzelle mit einem Bruker EPR-
300-Spektrometer (Bruker, ER, 160FC) unmittelbar nach der Bestrahlung durchgefiihrt. Die
Spektrometereinstellungen waren wie im folgenden angegeben: microwave power 20 mW,
modulation amplitude 0.52 G, time constant 1.28 ms, scan rate 100 G / 83.9 s und receiver
gain 2 x 10%. Die genauen Reaktionsbedingungen und die Kopplungskonstanten der

detektierten DM PO-Addukte sind bei den jeweiligen Versuchen aufgefiihrt.

V-14: Bestrahlung von Pyridon 2C in Benzol (III-SFM-33)

Eine Losung von Pyridon 2c¢ (3.00 mM) und DMPO (90 mM) in Benzol wurde geméil
AAV-2 fir 10 min unter atmosphérischen Bedingungen im Rayonet (300 nm) bestrahlt. Die
Kopplungskonstanten der detektierten Addukte sind in Tabelle 6.2 aufgelistet

Tabelle 6.2. Messwerte fiir den Landé-Faktor (g) und die Hyperfeinkopplungskonstanten (ay,
ay) der DMPO-Abfangprodukte in der Photolyse” des Pyridons 2c und des

Peresters 4

V- Radikalquelleb) Solvens Addukt g-Wert ag aN
[G]  [G]
14 Pyridon 2¢ Benzol® DM PO-O'Bu 2.0057 83 12.8
15 Pyridon 2c H,0? DM PO-O'Bu 2.0054 162 15.0
DMPO-Me 2.0051 236 163
16 Pyridon 2a + H,0? DMPO-Me 2.0052 234 164

DMSO (1 Vol%)

18 Perester 4 H,0? DM PO-O'Bu 2.0054 151 151
DMPO-Me 2.0052 23.6 163
unbekanntes Addukt 2.0054 - 15.1

2) Bedingungen: 300 nm, 10 °C, 10 min; %" Konzentration jeweils 3.00 mM; ° unter
atmosphirischen Bedingungen; ¢ unter Ausschluss von molekularem Sauerstoff.
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V-15: Bestrahlung von Pyridon 2C in Wasser unter Ausschluss von molekularem Sauerstoff

(IV-SFM-79.5)

Eine Losung von Pyridon 2c¢ (3.00 mM) und DMPO (90 mM) in Wasser wurde geméil
AAV-2 fiir 10 min unter Ausschluss von Sauerstoff im Rayonet (300 nm) bestrahlt. Die

Kopplungskonstanten der detektierten Addukte sind in Tabelle 6.2 aufgelistet.

V-16: Authentische Generierung des DMPO-Me-Adduktes (IV-SFM-75)741%0

Eine Losung von N-Hydroxy-2-pyridon 2a (3.00 mM), DMSO (1 Vol%) und DMPO
(90 mM) in Wasser wurde gemidll AAV-2 fiir 10 min unter Ausschluss von Sauerstoff im
Rayonet (300 nm) bestrahlt. Die Kopplungskonstanten der detektierten Addukte sind in
Tabelle 6.2 aufgelistet.

V-17: Bestrahlung von Pyridon 2C in Abhdngigkeit von der DMPO-Konzentration
(IV-SFM-79)

Eine Losung von Pyridon 2c (3.00 mM) in Wasser wurde fiir 10 min in Gegenwart
unterschiedlicher Konzentrationen an DMPO (30, 60 und 90 mM) unter Ausschluss von
Sauerstoff im Rayonet (300 nm) gemédl AAV-2 bestrahlt. Es wurde eine Mischung von
DMPO-Me und DMPO-O'Bu-Signalen detektiert. Mit abnehmender Konzentration an
DM PO stieg der Anteil an DM PO-Me.

V-18: Bestrahlung von Perester 4 in Abhdngigkeit von der DMPO-Konzentration (V-SFM-16)

Eine Losung von Perester 4 (3.00 mM) in Wasser wurde fiir 10 min in Gegenwart
unterschiedlicher Konzentrationen an DMPO (30, 60 und 90 mM) unter Ausschluss von
molekularem Sauerstoff im Rayonet (300 nm) gemidll AAV-2 bestrahlt. Es wurde eine
Mischung von DMPO-Me und DMPO-O'Bu-Signalen detektiert. Mit abnehmender
Konzentration an DMPO stieg der Anteil an DMPO-Me. Zusitzlich wurde ein
Zersetzungsprodukt von DMPO detektiert. Die Kopplungskonstanten der detektierten
Addukte sind in Tabelle 6.2 aufgelistet.
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6.2.5 Photooxidation von pBR 322 DNA
6.25.1  Detektion von DNA-Einzelstrangbriichen mittels Gelelektrophor ese

a) Vorbereitung der Versuche

Sicherheitsvorkehrungen

Der Hautkontakt mit dem zum Anfiarben der Gele verwendeten Ethidiumbromid muf3 strikt

vermieden werden. Deshalb wurden alle Arbeiten sorglich mit Handschuhen durchgefiihrt.

Verwendete Chemikalien

Die eingesetzten Reagenzien sind alle in Abschnitt 6.1.4 aufgefiihrt.

Verwendete Pufferlosungen

Die Pufferlosungen wurden im Dunkeln bei 5 °C gelagert und regelmiBig erneuert.
Die fiir die Reaktionen mit pBR-322-DNA (I;,-Puffer) und die Gelelektrophorese (TBE-

Puffer) verwendeten Puffer- und Stammldsungen wurden wie folgt hergestellt:

TBE-Puffer

Der TBE-Puffer besteht aus 17.8 mM Trisbase [Tris(hydroxymethyl)aminomethan], 17.8 mM
Borsdure, 0.4 mM EDTA (pH 8.0). Er wurde als 5-fach konzentrierte Stammldsung
eingesetzt. Zu seiner Herstellung wurden 54.0 g (89.0 mmol) Trisbase, 27.5 g (89.0 mmol)
Borsédure und 10.0 mmol EDTA (20 ml 0.5 M EDTA, pH 8.0) auf 1000 ml aufgefiillt.

I, ,-Puffer (pH 7.4)

Der I,,-Puffer (pH 7.4) besteht aus 5.00 mM KH,PO,4 und 50.0 mM NaCl. Er wurde als 10-
fach konzentrierte Stammlosung eingesetzt. Er setzt sich aus 20.0 ml 500 mM KH,PO4
(13.6 g KH,PO4 in 200 ml H,O mit 10 N KOH auf pH 7.4 eingestellt), 100 ml 1.0 M NaCl
(11.7 g NaCl in 200 ml H,O) und 80 ml H,O zusammen.

pBR 322 DNA-Stammodsung
Die pBR 322 DNA wurde als Losung der Konzentration 50.0 mg/l (10% der Konzentration

der kéuflich erworbenen DNA-LOsung) verwendet. Vor jedem Versuch wurde eine gepufferte
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DNA-Stammldsung frisch hergestellt, die mit 24.0 ul pBR 322 DNA (Endkonzentration:
33.3 mg/l) und 12.0 pl I;p-Puffer (pH 7.4) [Endkonzentration 16.7 mg/l] angesetzt wurde.

b) Allgemeine Arbeitsvorschrift (AAV-3) zur Durchfihrung der Photooxidationen von
pBR 322 DNA

Die Reaktionen wurden in Eppendorf-Gefa3en durchgefiihrt. Die Reaktionslosungen wurden,

wie in den jeweiligen Versuchen beschrieben, angesetzt (siche auch Tab. 6.3). In einer

Tabelle 6.3. Allgemeiner Versuchsansatz zur Durchfilhrung der Reaktionen mit
superhelikaler pBR 322 DNA

DNA und Puffer Reagenz Wasser
3.00 pl Xul (7.00 — X) ul
einer Stammlosung aus 16.7 der Stammlosung der
mM [;,-Puffer und 33.3 mg/l jeweiligen Reagenzien (in
pBR 322 DNA MeCN oder Wasser wie
[fir einen Reaktionsansatz mit jeweils bei den einzelnen
11 Proben, wurde diese Versuchen angemerkt.)

Stammldsung aus

12 ul I; p-Puffer (10 fach) und
22 ul DNA-Losung (50 mg/l)
hergestellt]

DNA-Endkonzentration: 10.0 mg/l
Puffer-Endkonzentration: 5.00 mM

Reaktionsgesamtvolumen: 10 ul

Versuchsreihe war der Anteil an Kosolvens, sofern solches eingesetzt wurde, in jeder Probe
gleich hoch. Alle Proben in einer Versuchsreihe wurden identischen Bedingungen
unterworfen. Nach dem Pipettieren der Reagenzien wurde kurz geschiittelt (Vortex) und
zentrifugiert. Die Photolysen wurden in Eppendorf-Gefdaflen, die durch ein Eisbad gekiihlt
wurden, durchgefiihrt. Die Belichtung der Proben erfolgte von oben durch eine Blacklight-
Lampe (312 nm, 30 W, Itf Labortechnik, Wasserburg). Nach der Photolyse wurden jeweils
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2.5 ul Ladepuffer (Sigma Molecular Biology Gel Loading Solution) hinzu pipettiert. Es wurde

kurz geschiittelt und dann nochmals zentrifugiert.

c) Herstellung der Agarosegele

Zur Herstellung der Agarosegele wurde eine Suspension von 600 mg Agarose in 12 ml TBE-
Puffer (5x) und 48 ml Wasser [entspricht 60 ml TBE-Puffer (1x)] fiir 25 min bei 140 °C in
einem Trockenschrank erhitzt. Es entstand eine klare Losung, die 5 min lang bei
Raumtemperatur (ca. 20 °C) zur Abkiihlung stehen gelassen und anschlieBend mit 30 pl einer
Ethidiumbromidlosung der Konzentration 1.0 mg/ml versetzt wurde (die resultierende
Konzentration des Ethidiumbromids im Gel betrug 0.50 g/l). Der Geltrager wurde auf beiden
Seiten mit einem Klebeband verschlossen, dann wurden 50 ml des heilen Gels eingegossen.
Nach einer Stunde wurde das Gel fest, so dass das Klebeband und der Kamm entfernt und der
Geltrdger in die Elektrophorese-Kammer eingehéngt werden konnten. Das Gel musste in der
Elektophorese-Kammer in einer Schichtdicke von mindestens 1 mm mit dem Laufpuffer

[TBE-Puffer (1 x) ca. 300 ml] bedeckt sein.

d) Gelelektrophorese

In die Geltaschen wurden jeweils 8.0 pl der nach AAV-3 vorbereiteten Probenldsungen
pipettiert. Die Elektrophorese dauerte bei 78 V etwa 1-2 h. Die Lauffront wurde anhand des
im Ladepuffer enthaltenen Bromphenolblaus verfolgt. Die kompakte, ungeschidigte
superhelikale DNA lduft im elektrischen Feld schneller als die nach Einzelstrangbruchbildung
volumindsere, geschédigte, offen-circulare DNA. Die teilweise auch beobachtete lineare Form
der DNA, die auf Doppelstrangbriiche zuriickzufiihren ist, liegt in ihrem Laufverhalten

zwischen dem der beiden oben genannten Formen.

€) Auswertung

Zur Quantifizierung der offen-circularen und superhelikalen DNA wurde das Gel auf einem
UV-Schirm von unten beleuchtet. Dabei fluoreszieren die beiden DNA-Banden aufgrund der
Anregung des in die DNA interkalierten Ethidiumbromids. Die fluoreszierenden DNA-
Banden werden photographiert, und die Fluoreszenz-Intensitit der einzelnen Spots bestimmit.
Die Ausbeute an offen-circularer DNA wurde jeweils auf die Gesamtmenge an DNA in der

Probe bezogen.
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6.25.2 Induktion von Strangbrichen in pBR 322 DNA durch Bestrahlung von
Pyridon 2c

V-19: Untersuchung der Bildung von Strangbriichen bei der Photolyse von Pyridon 2C in
Gegenwart von superhelikaler DNA (IV-SFM-31)

Entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift (AAV-3) zur Detektion von Strangbriichen in
superhelicaler pBR 322 DNA wurde Pyridon 2¢ [1.50 mM (Zugabe von 3 pl einer wésserigen
5.00 mM Stammlosung in Wasser) in Gegenwart von superhelikaler pBR 322 DNA fiir
30 min bestrahlt (Probe 1). Die Photolyse wurde auch in Gegenwart von 8 Vol % Isopropanol
als Radikalfanger durchgefiihrt (Probe 2). Bei der Kontrollreaktion wurde die pBR 322 DNA
in Puffer ohne Zugabe weiterer Reagenzien bestrahlt (Probe 3).

Das nach elektrophoretischer Trennung erhaltene Gel ist in Abb. 6.1 dargestellt.

superhelikal

offen-circular

Probe 1 2 3
Pyridon 2c Pyridon 2c Blindprobe
+
PrOH(8 vol%)
offen-circulare 56 23 20
DNA [%]

Abbildung 6.1. Gelelektophoretische Detektion von Einzelstrangbriichen bei Photolyse
(312nm, 0 °C, 30 min) des Pyridons 2c (1.50 mM) in Gegenwart von
superhelikaler pBR 322 DNA (50 mg/l) in Abwesenheit (Probe 1) und in
Gegenwart (Probe 2) von Isopropanol (8 Vol%). Bei der Blindprobe (Probe 3)
erfolgte die Bestrahlung der DNA ohne Additiv. Der mittlere Fehler betrug
+ 5% der angegebenen Werte.
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V-20: Strangbruchbildung in pBR 322 DNA in Abhdngigkeit von der Bestrahlungszeit des
Pyridons 2c (I1I-SFM-87)

Entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift (AAV-3) zur Detektion von Strangbriichen in
superhelikaler pBR 322 DNA wurde Pyridon 2¢ [1.50 mM (Zugabe von 3 pl einer wissrigen
5.00 mM Stammldsung in Wasser) in Gegenwart von superhelicaler pBR 322 DNA fiir 0-
30 min (Probe 1-4) bestrahlt. Bei der Kontrollreaktion wurde die pBR 322 DNA in Puffer
ohne Zugabe weiterer Reagenzien bestrahlt (Probe 5). Das nach elektrophoretischer Trennung

erhaltene Gel ist in Abb. 6.2 dargestellt.

superhelikal

offen-circular

Probe 1 2 3 4 5
Bestrahlungszeit 5 10 20 30 Blindprobe
[min]
offen-circulare 31 42 50 50 20
DNA [%]

Abbildung 6.2. Gelelektophoretische Detektion von Einzelstrangbriichen bei Photolyse
(312 nm, 0 °C) des Pyridons 2c (1.50 mM) in Gegenwart von superhelikaler
pBR 322 DNA (50 mg/l) in Abhdngigkeit von der Bestrahlungszeit. Bei der
Blindprobe (Probe 5) erfolgte die Bestrahlung der DNA ohne Additiv. Der

mittlere Fehler betrug + 3% der angegebenen Werte.
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V-21: Zeitabhdngigkeit der photochemischen Zersetzung des Pyridons 2¢ (III-SFM-88)

Fiinf Proben a 10 pl mit einer 1.50 mM Losung von Pyridon 2c in 5.00 mM Phosphatpuffer
(pH 7.4) wurden unter zu V-20 identischen Bedingungen bestrahlt. Nach 0, 5, 10, 20 und 30
min der Photolyse wurde jeweils eine Probe entnommen. Der Umsatz an Pyridon 2¢ wurde

per HPLC-Analytik (Methode 2) bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tab. 6.4 aufgefiihrt.

Tabelle 6.4: Zerfallsgeschwindigkeit des Pyridons 2¢ bei Bestrahlung!”

(V-21)
Bestrahlungszeit Umsatz an Pyridon 2¢
[min] [%]"
0 24+ 3
5 38+ 10
10 72+ 3
20 80+ 13
30 95+ 3

[ Reaktionsbedingungen: 1.50 mM Pyridon 2c in 5 mM
Phosphatpuffer (pH 7.4), A = 312 nm, 0 °C; I pestimmt durch
HPLC-Analytik (Methode 2) die Fehler wurden aus zwei
verschiedenen Experimenten ermittelt.

6.2.6 Photooxidation von Guanin in 2'-Desoxyguanosin (dG)
6.2.6.1 Vorbreitungder Versuche

a) Allgemeine Hinweise

In den Experimenten mit dG wurden nur Reagenzien von hdchstem Reinheitsgrad und
ausschlieBlich Milli-Q-Wasser eingesetzt. Die Reaktionen erfolgten in 3-ml-Priparate-
gldschen, indem die Proben in einem Rayonet-Photoreaktor (300 nm) von der Seite bestrahlt
wurden. Reaktionen unter Ausschluss von molekularem Sauerstoff wurden in 5-ml-
Schlenkrohren unter Stickstoff-Atmosphére durchgefiihrt, indem die Proben vor der
Bestrahlung durch dreimaliges ,,freeze-pump-thaw* entgast und mit Stickstoffgas beliiftet
wurden. Die Reaktionstemperatur wurde generell durch ein extern mit Hilfe eines Kryostaten

auf 0 °C gekiihltes Ethanolbad auf ca. 10 °C gehalten.
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b) Herstellung der verwendeten Stammldsungen

Die bei den Reaktionen mit dG fiir die HPLC-Analytik eingesetzten Losungsmittel wurden
unter ausschlieBlicher Verwendung von Milli-Q-Wasser hergestellt. Die Pufferlosungen fiir
die HPLC-Analytik wurden gut vermischt und {iber ein Membranfilter (0.05 pm regenerierte
Nitrocellulose) filtriert.

a) Herstellung der Pufferlosungen fiir die HPLC-Analytik

50 mM Natriumcitratpuffer pH 5.0

Zur Herstellung eines 50.0 mM Natriumcitratpuffers wurden 21.0 g (100 mmol)
Citronensdure-1-hydrat in 500 ml Wasser gelost und mit 5 N NaOH auf pH 5.0 titriert.
Anschlieend wurde die Losung auf 2.0 1 aufgefiillt. Fiir die Analytik von dG und 8-oxodG
wurden 500 ml (20 Vol-%) Methanol hinzugegeben (HPLC-Methode 5).

25 mM Ammoniumformiat

Zur Herstellung des 25 mM Ammoniumformiatpuffers, der fiir die HPLC-Analytik Guanidin-
freisetzender Produkte (z. B. Oxazolon) bendtigt wurde, verdiinnte man eine 500 mM
Stammlosung (31.5 g Ammoniumformiat in 1.0 1 H,O) auf die entsprechende Konzentration.
Hierzu wurden 25 ml der Stammldsung auf 500 ml aufgefiillt. Fiir die Analytik Guanidin-
freisetztender Produkte wurden anschlieBend 55 ml (10 Vol-%) Methanol zugesetzt (HPLC-
Methode 6).

50 mM Ammoniumformiatpuffer pH 5.0

Zur Herstellung des 50 mM Ammonimformiatpuffers pH 5.0, der fiir die Analytik von 8-
MedG und N’-MedG durch HPLC-MS gebraucht wurde, verdiinnte man eine 500 mM
Stammlosung (31.5 g Ammoniumformiat in 1.0 1 H,O) auf die entsprechende Konzentration.
Hierzu wurden 100 ml der Stammldsung auf 500 ml verdiinnt, mit 260 mM Ameisensdure auf

pH 5.0 eingestellt und mit Wasser auf 1000 ml aufgefiillt (HPLC-Methode 4).
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b) Herstellung der Stammlosungen fiir die dG Reaktionen

200 mM-Phosphatpuffer (pH 7.0)

Zur Herstellung eines 200 mM Phosphatpuffers wurde eine 200 mM Natriumhydrogen-
phosphatlésung (7.16 g Na,HPOs x 12 HO in 100 ml H;0O) mit einer 200 mM
Kaliumdihydrogenphosphat-Losung (2.72 g KH,PO4 in 100 ml H,O) auf pH 7.0 eingestellt.

dG-Stammldsung

2'-Desoxyguanosin (dG) wurde als 4.00 mM Stammlosung (1.07 g/1) eingesetzt.

6.2.6.2  Oxidative Schadigung von dG durch Photolyse in Gegenwart des Pyridons 2c
und des Peresters 4

Allgemeine Arbeitsvor schrift (AAV-4)

Fiir die Reaktionen wurden, wie bei den jeweiligen Versuchen vermerkt, Stammldsungen von
200 mM Phosphatpuffer (pH 7.0) und 4.00 mM dG verwendet, die wie unter Abschnitt
6.2.6.1 angegeben, hergestellt wurden. Die Reaktionen wurden in Glasgefidlen bei einer
Pufferkonzentration von 5.00 mM (pH 7.0) und einer dG-Konzentration von 0.10 mM
durchgefiihrt. Die Konzentrationen an Reagens und Cosolvens sind bei den jeweiligen
Versuchen vermerkt.

Die Bestrahlung erfolgte im Rayonet-Photoreaktor (300 nm) von der Seite in 3-ml-
Glasgefaflen. Die Reaktionstemperatur wurde durch ein mittels eines Kryostaten (0 °C)
gekiihltes Ethanol-Bad auf ungefiahr 10 °C gehalten (siche AAV-2). Der dG-Umsatz und die
Ausbeuten an 8-0xodG wurden direkt aus dem Reaktionsansatz mittels HPLC-Analytik
bestimmt (Methode 5). Fiir die Analyse wurden 20 pl der Reaktionslosung in die HPLC
injiziert.

Zur Bestimmung von Guanidin-freisetzenden Produkten wurden 100 pl, bei Reaktionen unter
Ausschluss von molekularem Sauerstoff 300 ul aus dem Reaktionsansatz entnommen und
zweimal mit doppeltem Volumen Essigester ausgeschiittelt. AnschlieBend wurden die

wissrigen Phasen fiir 12 h lyophilisiert. Nach Losen des Riickstandes in 100 pl
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O H
O H /
H2N><O = SN | Nj .
H,N N= )\\ N
H,N~ °N \
dR
Oxazolon 8-0xodG

(eines der Guanidin-freisetzenden-Produkte)

H,O wurden die Reaktionslosungen fiir 2 h geschiittelt und schlieBlich fiir 24 h bei
Raumtemperatur gelagert.

Zur Derivatisierung wurden 37 ul 1 N NaOH und 20 pl einer frisch angesetzten und im
Dunkeln aufbewahrten wissrigen Losung der Naphthochinonsulfonsdure (Natriumsalz,
0.02M, 5.00 g/I) hinzugegeben. Die Proben wurden anschlieBend bei 65 °C unter
Lichtausschluss fiir 10 min erwérmt und dann sofort mit 43 ul 1 N HCI versetzt, wobei sich
die Proben entfarbten. Fiir die Analytik wurden die Proben auf ein Volumen von 600 pl mit
Wasser verdiinnt, und davon 50 pl tiber einen Autosampler in die HPLC injiziert. Die
Quantifizierung erfolgte gegen einen externen Standard. Zu dessen Darstellung wurden zu
100 pl Guanidinhydrochlorid (10 uM) 37 ul 1 N NaOH und 20 pl Naphthochinonsulfonsdure-
Losung (Natriumsalz, 0.02 M, 5.00 g/l) pipettiert. Nach 10 min unter Lichtausschluss bei
65 °C wurden 43 pl 1 N HCI hinzugegeben, es wurde mit Wasser auf ein Volumen von 600 pl
verdiinnt und der Standard wie oben fiir die Reaktionsproben beschrieben mittels HPLC
analysiert.

Fiir die Analytik von 8-MedG und N-MedG wurde ein Volumen von 400 pl aus den
Reaktionsproben entnommen. Es wurde viermal mit je 400 pl Essigester ausgeschiittelt und
die wassrigen Phasen wurden flir 12 h lyophilisiert. Nach Losen des Riickstandes in 100 pl
H,0 wurden 5 pl (Methode 4) oder 20 ul (Methode 1 bzw. 3) in die HPLC injiziert. Zur
Quantifizierung wurden jeweils externe Standards von authentischem 8-MedG (50 uM) und

N’-MedG (50 uM) verwendet.
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V-22:. Zeitabhdngigkeit der dG-Oxidation durch Bestrahlung von dG in Gegenwart von
Pyridon 2c (IV-SFM-30)

Gemadl der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV-4 wurden zehn 200-ul-Proben einer 100 pM
Losung von dG in Gegenwart einer 500 uM Losung von Pyridon 2¢ in 5 mM Phosphatpuffer
(pH 7.0) bei 10 °C im Rayonet-Photoreaktor (300 nm) bestrahlt. Nach unterschiedlichen
Photolysezeiten (0-30 min) wurde jeweils eine der Proben entnommen, gemill AAV-4

aufbereitet und analysiert. Die Ergebnisse sind in Tabelle 6.5 aufgefiihrt.

Tabelle 6.5. Zeitabhingigkeit der Oxidation von dG bei Bestrahlung von
Pyridon 2¢ in Gegenwart von dG® (V-22)

Zeit Umsatz an dG-Umsatz ° Ausbeute an Guanidin-
Pyridon 2c” freisetzenden Produkten *

[min] [“o] [Yo] [70]

0 - - -

0.5 5+£2 - 23+04

1 14+3 7+1 34+0.2

2 25+1 10+1 4.1+0.5

3 37+1 15+1 9.1+04

5 62 +4 20+2 12+4.0

10 87+ 1 24+ 1 12+3.0

15 93+ 1 22+1 16 +2.0

20 96 + 1 23+3 14+£2.0

30 99 + 1 20+3 14+£2.0

9 Reaktionsbedingungen: [dG] = 100 uM in 5 mM Phosphatpuffer (pH 7.0),
A = 300nm, 10 °C, 500 uM Pyridon 2c; ® der angegebene Fehler wurde aus zwei
Experimenten einer Versuchsreihe ermittelt; © bezogen auf eingesetzte Menge an dG;
die Ausbeute an 8-0xodG war < 0.2%.

-94 -



6 Experimentalteil

V-23: Einfluss von Radikalfingern auf die Oxidation von dG durch Bestrahlung von
Pyridon 2c (IV-SFM-32, V-SFM-26)

Gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV-4 wurden 200 pl einer 100 pM Lésung von
dG in Gegenwart einer 500 uM Losung von Pyridon 2¢ in 5 mM Phosphatpuffer (pH 7.0) bei
10 °C fiir 30 min im Rayonet-Photoreaktor (300 nm) bestrahlt. Zur Untersuchung des
Einflusses von Radikalfingern wurde die Bestrahlung auch in Gegenwart von Isopropanol
oder ftert-Butanol (beide mit Endvolumen von 2 Vol%) durchgefiihrt. Die Proben wurden

gemil AAV-4 aufbereitet und analysiert. Die Ergebnisse sind in Tabelle 6.6 aufgefiihrt.

Tabelle 6.6. Einfluss von Radikalfiangern auf die Oxidation von dG bei Bestrahlung
von Pyridon 2c in Gegenwart von dG* (V-23)

Radikalfidnger dG-Umsatz Guanidin-freisetzende
[%]” Produkte
(%]
--- 27+3 7.7+0.1
tert-Butanol (2 Vol %) 25+4 9
Isopropanol (2 Vol %) 13+£2 28+1.0

9 Reaktionsbedingungen: [dG] = 100 uM in 5 mM Phosphatpuffer (pH 7.0),
A =300 nm, 10 °C, 30 min, 500 uM Pyridon 2c; ® der angegebene Fehler wurde aus
zwei Experimenten einer Versuchsreihe ermittelt; © bezogen auf eingesetzte Menge an
dG; die Ausbeute an 8-0xodG war < 0.2%; ¥ wurde nicht bestimmt.

V-24: dG-Oxidation bei der Photolyse des Peresters 4 (V-SFM-29)

Gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV-4 wurden 900 pl einer 100 pM Losung von
dG in Gegenwart einer 500 uM Losung von Perester in 5 mM Phosphatpuffer (pH 7.0) bei
10 °C fiir 30 min im Rayonet-Photoreaktor (300 nm) bestrahlt. Die Proben wurden geméaf
AAV-4 autbereitet und analysiert. Die Ergebnisse sind in Tabelle 6.7 aufgefiihrt.

-905 -



6 Experimentalteil

Tabelle 6.7. Oxidation von dG bei der Photolyse von Perester 4 in Gegenwart von dG”

(V-24)
Radikalquelle Umsatz an dG Guanidin-freisetzende Produkte
[%]b), ) [%]b), )
Perester 4 162 1.7+0.1

) Reaktionsbedingungen: [dG] = 100 uM in 5 mM Phosphatpuffer (pH 7.0),
A =300 nm, 10 °C, 30 min, 500 pM Perester 4; ” der angegebene Fehler wurde aus zwei
Experimenten einer Versuchsreihe ermittelt; © bezogen auf eingesetzte Menge an dG;
die Ausbeute an 8-0xodG war < 0.2%.

V-25: Qualitative Bestimmung von 8-MedG und N’-MedG bei Bestrahlung von dG in
Gegenwart von Pyridon 2C oder Perester 4 unter Ausschluss von molekularem Sauerstoff

(IV-SFM-67, V-SFM-6)

Gemadl der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV-4 wurden in einem Schlenkrohr 900 pl einer
100 uM Loésung von dG in Gegenwart einer 500 uM Losung von Pyridon 2C oder Perester 4

3

in 5 mM Phosphatpuffer (pH 7.0) durch dreimaliges ,,freeze-pump-thaw* entgast und
anschliefend bei 10 °C fiir 30 min im Rayonet-Photoreaktor (300 nm) bestrahlt. Das
Reaktionsgemisch wurde gemil AAV-4 aufbereitet und mittels HPLC-Methode 4 aufgetrennt
(Abb. 6.3.). Durch Vergleich der Retentionszeiten und der Massenspektren mit denen der
authentischen Verbindungen konnten 8-MedG und N’-MedG eindeutig nachgewiesen

werden.

8-MedG:
MS (ESI): m/z (relative Intensitit) = 165.9 (100), 281.8 (80).-

N’-MedG:
MS (ESI): m/z (relative Intensitéit) = 165.9 (40), 281.8 (100).-
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Abbildung 6.3. HPLCMS-Chromatogramm (HPLC-Methode 4) einer Mischung der
authentischen Methyladdukte N’-MedG und 8MedG (a) und des
Photolysats nach Bestrahlung von Pyridon 2¢ (500 ul) in Gegenwart von dG

(100 pl) unter Ausschluss von molekularem Sauerstoff (b).

V-26. dG-Oxidation bei Bestrahlung von Pyridon 2C in Abwesenheit von molekularem
Sauerstoff (IV-SFM-67, V-SFM-21)

Gemadl der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV-4 wurden in einem Schlenkrohr 900 pl einer
100 uM Losung von dG in Gegenwart einer 500 uM Losung von Pyridon 2¢ in 5 mM
Phosphatpuffer (pH 7.0) durch dreimaliges freeze-pump-thaw entgast und anschlieBend bei
10 °C fiir 30 min im Rayonet-Photoreaktor (300 nm) bestrahlt. Die Aufbereitung und Analyse
der Proben erfolgte gemdll AAV-4. Die Ergebnisse sind in Tabelle 6.8 aufgelistet.
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V-27. dG-Oxidation bei Bestrahlung von Perester 4 in Abwesenheit von molekularem

Sauerstoff (V-SFM-20, 29)

Gemadl der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV-4 wurden in einem Schlenkrohr 900 pl einer
100 uM Losung von dG in Gegenwart einer 500 uM Losung von Perester 4 in 5 mM
Phosphatpuffer (pH 7.0) durch dreimaliges ,,freeze-pump-thaw* entgast und anschlieBend bei
10 °C fiir 30 min im Rayonet-Photoreaktor (300 nm) bestrahlt. Die Aufbereitung und Analyse
der Proben erfolgte gemdll AAV-4. Die Ergebnisse sind in Tabelle 6.8 aufgelistet.

Tabelle 6.8. dG-Oxidation bei Bestrahlung von dG in Gegenwart von Pyridon 2C oder

Perester 4 unter Ausschluss von molekularem Sauerstoff”

V- Radikal- dG- Guanidin frei- 8-oxodG 8-MedG N’-MedG
quelle  Umsatz  setztende Produkte [%]” [%]” [%]”
[%] [%]”
26 Pyridon2c 27+3 1.7+0.2 0.19+0.02 23+02 027=+0.05
27 Perester4 28+1 0.9+0.2 0.22+0.05  2.0+0.1 0.25+0.05

2) Reaktionsbedingungen: [dG] = 100 uM, [Pyridon 2c] = [Perester 4] = 500 uM in 5 mM
Phosphatpuffer (pH 7.0), A = 300 nm, 10 °C, 30 min; b bezogen auf eingesetztes dG, die
angegebenen Fehler wurden aus zwei unabhéngig durchgefiihrten Experimenten ermittelt.

6.3 Vergleichende Studie der photochemischen |sopropoxylradikalquellen
2b und 3b.

6.3.1 Syntheseder Edukte

\V-28: 2-Ethoxypyridin (II-SFM-2, III-SFM-24)'**

In 190 ml trockenem Ethanol wurden 14.0 g (350 mmol) einer 60%igen Suspension von NaH

in Paraffin unter Eiskiihlung gelost. Nach Zugabe von 25 ml (40.5 g, 256 mmol) Brompyridin
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wurde die Reaktionslosung iiber Nacht unter Riickfluss erhitzt. Der Feststoff wurde abfiltriert
und das Filtrat wurde am Rotationsverdampfer eingeengt. Das Rohprodukt wurde
fraktionierend destilliert. Es wurden 18.1 g (147 mmol, 57%, Lit.'**: 33%) eines farblosen Ols
erhalten, Sdp.112 °C, 200 mbar (Lit."**: 51 °C/ 11 Torr).

'H-NMR (250 MHz, CDCls,): d = 1.39 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CH3), 4.34 (q, J = 7.0 Hz, 2H,
CHy), 6.71 (m, 1H, aromat. H), 6.83 (m, 1H, aromat. H),
7.55 (m, 1H, aromat. H), 8.14 (m, 1H).-

3C.NMR (63 MHz, CDCly): 8= 14.6 (CH;), 61.5 (CH,), 111.0, 116.4, 138.4, 146.9, 163.9.-

V-29: 2-Ethoxypyridin-N-oxid (II-SFM-7)'%*

Zu einer Losung von 2.46 g (20.0 mmol) 2-Ethoxypyridin wurden 4.5 ml (27.0 mmol) 40%-
ige Peressigsdure in Wasser gegeben. Die Losung wurde bei 56 °C fiir 3 d geriihrt, wobei
weitere 4 ml (24.0 mmol) Peressigsdure hinzugefiigt wurden. Nach Zugabe von 1 ml
gesittigter Na,SO3-Losung wurde das Losungsmittel entfernt (50 °C, 0.01 mbar). Der
Riickstand wurde mit 3N KOH alkalisch gemacht und dreimal mit je 15 ml CHCIl; extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber MgSO, getrocknet. Das Ldsungsmittel
wurde am Rotationsverdampfer entfernt (30 °C, 20 mbar) und der 6lige Riickstand durch
Zugabe von Diethylether kristallisiert. Man erhielt 1.27 g (9.13 mmol, 46%, Lit."**: keine
Angabe) eines farblosen, sehr hygroskopischen Feststoffes, Smp. 69-71 °C (Lit.'**: 71-73 °C).

DC (MeOH): R;=0.52

IR (KBr): v=2360 cm™, 1617, 1508, 1439, 1400, 1153.-
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'H-NMR (250 MHz, CDCls,): 6 = 1.34 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CH3), 4.13 (q, J] = 7.0 Hz, 2H,
CH,), 6.74 (m, 2H, aromat. H), 7.09 (m, 1H, aromat. H),
8.05 (m, 1H, aromat. H).-

3C-NMR (63 MHz, CDCl3): 8= 13.9 (CHs), 65.9 (CH,), 108.9, 117.0, 127.4, 139.7, 157.6.-

V-30: N-Isopropoxy-2-pyridon (II-SFM-9, IV-SFM-39/58/74)'%

900 mg (6.47 mmol) 2-Ethoxypyridin-N-oxid wurden in 2.00 ml (21.2 mmol) 2-Brompropan
vier Tage lang unter Riickfluss erhitzt. Die Reaktionsmischung wurde destilliert, wobei die
Fraktionen bei einem Ubergang von 90-94 °C (0.9 mbar) gesammelt wurden. Das erhaltene
farblose Ol (nach NMR-Spektroskopie bestehend aus 70% N-Isopropoxy-2-pyridon 2b und
30% N-Ethoxy-2-pyridon) wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt [Hexan /
Aceton (3:1)]. Man erhielt 420 mg (2.74 mmol, 42%, Lit."**: 46%) eines farblosen Ols.

DC [Hexan / Aceton (3:1)]: R¢=0.22.

HPLC (Methode 2): tg = 4.1 min

IR (KBr): v=2980 cm™, 1660 (C=0), 1583, 1537, 1384, 1275, 1147, 1097, 912.-

UV [H0-MeCN (60 : 40)]: & (Ig £) = 300 nm (3.73).-
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'H-NMR (200 MHz, CDCLs,): & = 1.31 (d, J = 6.3 Hz, 6H), 4.82 (h, J = 6.3 Hz), 6.09 (ddd,
J =69 Hz, 6.9 Hz, 1.5 Hz, 1H), 6.66 (dd, J = 9.2 Hz,
1.5 Hz, 1H), 7.29 (ddd, J = 9.2 Hz, 6.9 Hz, 2.0 Hz, 1H),
7.42 (dd, J= 6.9 Hz, 2.0 Hz, 1H).-

3C-NMR (CDCls, 63 MHz): 8= 20.7 (CH;), 78.8, 104.9, 122.9, 137.8, 138.8, 159.6 (C=0).-

V-31: 2-Brom-1-p-tolylethanon (V-SFM-22)'%®

Br

H;C

Zu einer Losung von 10.0 g (74.5 mmol) p-Methylbenzophenon in trockenem Diethylether
wurden bei 0 °C unter Riihren innerhalb von 10 min 3.82 ml (11.9 g, 74.5 mmol) Brom iiber
eine Spritze getropft. Es wurde fiir weitere 10 min bei dieser Temperatur geriihrt. Es bildete
sich ein rotlicher Feststoff, der abfiltriert und mit Wasser und Petrolether gewaschen wurde.
Nach Umkristallisation aus Methanol erhielt man 11.3 g (53.0 mmol, 71%, Lit.'*: 64-66%)
eines schwach gelblichen Feststoffs, Smp. 52-53 °C (Lit.'*®: 52 °C).

'H-NMR (200 MHz, CDCls) & = 2.41 (s, 3H, CHs), 4.42 (s, 2H), 7.27 (d, J = 8.2 Hz, 2H),
7.87 (d, J = 8.2 Hz, 2H).-

BC.NMR (63 MHz, CDClLy) & = 21.6 (CHs), 31.0 (CH,), 128.9, 129.4, 131.3, 144.8,
190.8 (C=0).-

- 101 -



6 Experimentalteil

V-32: Ammoniumdithiocarbazat (V-SFM-23)'*

H

|
_N_ _S
S

NH,"

Zu einer Losung von 1.94 ml (2.00 g, 40.0 mmol) Hydrazinhydrat in 7 ml konz. Ammoniak
und 8 ml Ethanol wurden unter Eiskiihlung und Riihren 2.42 ml (3.04 g, 40.0 mmol)
Schwefelkohlenstoff mittels einer Spritze hinzugetropft. Die Reaktionslosung férbte sich gelb.
Durch Zugabe von Diethylether bildete sich ein Feststoff, der abfiltriert und mit Diethylether
gewaschen und tliber Blaugel im Exsikkator getrocknet wurde. Man erhielt 3.26 g (26.0 mmol,
65%, Lit.'*’: keine Angabe) eines gelblichen Feststoffes, Smp. 113-114 °C (Lit.'*”: 114 °C).

V-33: 3-Amino-4-hydroxy-4-(p-methylphenyl)thiazolidin-2-thion (V-SFM-24)'%

H;C

1.70 g (13.6 mmol) Ammoniumdithiocarbazat wurden in 20 ml Methanol suspendiert. Bei
einer Temperatur von 20 °C, wurden 2.90 g (13.6 mmol) 2-Brom-1-p-tolylethanon hinzu-
gegeben und die Reaktionsmischung wurde bei 30 °C fiir 2 h geriihrt. Nach Entfernen des
Losungsmittels am Rotationsverdampfer (30 °C, 40 mbar) wurde der Riickstand mit 10 ml
Dichlormethan extrahiert. Nach Abdestillieren des Solvens (30 °C, 40 mbar) blieb ein gelber
Feststoff zuriick, der aus Benzol umkristallisiert wurde. Man erhielt 1.60 g (6.66 mmol, 49%,
Lit.'*: keine Angabe) eines farblosen Feststoffes, Smp. 159-161 °C (Lit. '*: keine Angabe).

'H-NMR (200 MHz, CDCL3) & = 2.41 (s, 3H), 3.81 (s, 2H), 7.28 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.67 (d,
J=8.4Hz, 2H).-

3C-NMR (63 MHz, CDCls) § = 21.5 (CHs), 25.8 (CH,), 126.7, 129.7, 130.8, 141.7, 147.3,
189.6.-

-102 -



6 Experimentalteil

V-34: 3-Amino-4-hydroxy-4-(p-methylphenyl)thiazolin-2-thion (V-SEM-31)'%

(A=

H;C I|\I

NH,

700 mg (2.91 mmol) 3-Amino-4-hydroxy-4-(p-methylphenyl)thiazolidin-2-thion wurden in
einer Mischung aus 1.3 ml konz. HCI and 3.8 ml Isopropanol suspendiert und fiir 3 h unter
Riickfluss erhitzt . Nach Abkiihlen auf 5 °C bildete sich ein Feststoff, der abfiltriert, mit
Wasser gewaschen und mit 5% NaOH behandelt wurde. Das in wisseriger NaOH unlosliche
Material wurde gesammelt, mit Wasser gewaschen und aus Ethanol umkristallisiert. Man
erhielt 517 mg (2.33 mmol, 80%, Lit.'*: 70%) eines schwach gelblichen Feststoffes, Smp.
146-147 °C (Lit.'®: 147-148 °C).

'H-NMR (200 MHz, CDCly) & = 2.42 (s, 3H, CHs), 6.51 (s, 1H), 7.28 (d, J = 8.3 Hz, 2H),
7.44 (d,J = 8.3 Hz, 2H).-

3CNMR (63 MHz, CDCl3) 8 = 21.3 (CH3), 105.2, 126.6, 128.8, 129.3, 140.0, 143.5, 183.0.-

\V-35: Bis[4-(4-Methylphenyl)-2-thiazyl] disulfide (V-SFM-32)'*’

/ L j \
H3C/®/<;/ S—S \D\Qcm
7

100 mg (450 pmol) 3-Amino-4-hydroxy-4-(p-methylphenyl)thiazolin-2-thion and 86.0 mg
(450 umol) p-Tosylchlorid wurden in Pyridin gelost und fiir 1.5 h bei 20 °C geriihrt. Durch
Zugabe von 4.5 ml Wasser bildete sich ein Feststoff, der abfiltriert und aus Ethanol
umkristallisiert wurde. Man erhielt 70 mg (170 umol, 38%) farbloser Kristalle, Smp. 158-
160 °C.
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'H-NMR (200 MHz, CDCly) & = 2.38 (s, 6H, CHz), 7.22 (s, 4H), 7.45 (d, J = 8.3 Hz, H-5,
2H), 7.76 (d, J = 8.3 Hz, 4H).-

3CNMR (63 MHz, CDCl3) 8 = 20.9 (CH3), 115.1, 126.5, 129.8, 131.3, 138.8, 157.8, 165.2.-

HRMS (EI) m/z berechnet fiir Cy0H;sN2S4 412.0196, gefunden 412.0197.

6.3.2 Photozersetzung der Photo-Fenton-Reagenzien 2b und 3b

6.3.2.1 Produkt-Studien

V-36: Produkte bei der Photolyse von Pyridon 2b (IV-SFM-58, 82)

4 4 2
| @ Sv@()\l( CH3
N ! CH
6 Il\I P O 6 ITI X O 3
H H
6a 6b

In einem Pyrex-Glasgefdl wurden 260 mg (1.70 mmol) Pyridon 2b in 50 ml eines
Losungsmittelgemisches von Wasser und Acetonitril im Verhéltnis von 60 : 40 geldst und in
einem Rayonet Photoreaktor bei 300 nm und 10 °C fiir 55 min bestrahlt. Das Losungsmittel
wurde abdestilliert (40 °C, 20 Torr) und der Riickstand wurde sdulenchromatographisch
gereinigt (SiO,, Essigsdureethylester). 2-Pyridon 6a (tg = 0.08) and 3-Isopropoxy-2-pyridon
6b (tr = 0.15) wurden als Photoprodukte isoliert. Letzteres wurde in Dichlormethan geldst
und durch Zugabe von Hexan kristallisiert. Die Struktur von 2-Pyridon 6a wurde durch
Vergleich des 'H-NMR-Spektrums des Photoproduktes mit dem der authentischen
Verbindung belegt. Die strukturelle Zuordung von 3-Isopropoxy-2-pyridon 6b erfolgte iiber
das HMBC-Spektrum (Tabelle 6.9).
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2-Pyridon (6a).

"H NMR (200 MHz, CDCl3): 8= 6.30 (ddd, J = 6.6 Hz, 6.6 Hz, 1.1 Hz, 1H, H-5), 6.59 (d, J =
9.2 Hz, 1H, H-3), 7.45 (m, 2H, H-4, H-6).-

3-1sopropoxy-2-pyridon (6b). Farblose Plattchen, Smp. 210-211 °C.-

IR (KBr): v = 1677 cm™ (C=0), 1385 [CH(CH3),].-

'"H NMR (200 MHz, CDCl;) 8= 1.39 (d, J = 6.1 Hz, 6H, H-2), 4.53 (h, J = 6.1 Hz, 1H, H-1),
6.19 (dd, J = 7.5, 6.6 Hz, 1H, H-5"), 6.77 (dd, J = 7.5, 1.6
Hz, 1H, H-4"), 7.03 (dd, J = 6.6 Hz, 1.6 Hz, 1H, H-6").-

13C NMR (50 MHz, CDCl3) 8= 21.2 (q, C-2), 70.5 (d, C-1), 106.5 (d, C-5"), 117.6 (d, C-4"),
125.6 (d, C-6"), 148.2 (s, C-3'), 161.3 (s, C-2").

HRMS (EI) m/z berechnet fiir CsH;1NO, 153.079, gefunden 153.079.

Tabelle 6.9. %J- und *J-Kopplungen aus dem HMBC-Spektrum ¥

H-Atom (0y in [ppm]) C-Atome (8¢ in [ppm]) mit *J- und *J-Kopplungen zu den
entsprechenden H-Atomen
H-4' (6.77) C-6'(125.6) C-3'(148.2) C-2'(161.3)
H-5'(6.19) C-4'(117.6) C-6'(125.6) C-3'(148.2)
H-6' (7.03) C-5'(106.5) C-4'(117.6) C-2'(161.3)

a) Heteronuclear-Multiple-Bond Correlation.

V-37: Quantifizierung der Photoprodukte von Pyridon 2b (IV-SFM-59)

14.7 mg (96.0 pmol) von N-Isopropoxylpyridon 2b in 1 ml DO wurden in einem
verschlossenen NMR-Ro6hrchen im Rayonet Photoreaktor (300 nm) bei 10 °C fiir 14.5 min
bestrahlt. Das Losungsmittel wurde abdestilliert (40 °C, 20 Torr), und der Riickstand in
CDCIl; aufgenommen. Der Umsatz (49%) und die Ausbeuten an Produkt 6a (22%) and 6b
(11%) wurden durch direkt vor der NMR-Analytik hinzupipettiertes Dichlormethan als

internen Standard bestimmt.
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V-38: Produkte bei der Photolyse von Thiazolthion 3b (Kooperation mit Dr. H. Okamoto)

S S S
/ / /
Me Me Me
7 8 9

Eine Lo6sung von Thiazolthion 3b (200 mg, 0.75mmol) in 100 ml einer
Losungsmittelmischung von Wasser und Acetonitril im Verhéltnis von 15 : 85 wurde bei 0 °C
fir 1 h mit einer 450-W Hochdruckquecksilberlampe unter Einsatz eines Glasfilters (>
350 nm) bestrahlt. Das Losungsmittel wurde abdestilliert (35 °C, 20 Torr), und der Riickstand
sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (1 : 3 bis 1 : 1 Dichlormethan : Petrolether).
Nachfolgende Auftrennung mittels MPLC (Kieselgel, 1 : 3 bis 1 : 1 Dichlormethan :
Petrolether als Laufmittel) ergab Disulfid 7 (10%), Bithiyl 8 (5%), Thiazol 9 (10%) und
Isothiocyanat 10 (27%) als Photoprodukte. Der Umsatz an Thiazolthion 3b betrug 89%. Die
angegebenen Ausbeuten sind bezogen auf umgesetztes Thiazolthion. Disulfid 7 und Bithiazyl
8 konnten nicht siulenchromatographisch getrennt werden und wurden direkt aus dem 'H-

NMR-Spektrum des Reaktionsgemisches quantifiziert.

Bis-[4-(4-methylphenyl)-2-thiazyl]disulfid (7).
'H NMR (500 MHz, CDCl5) 8 =2.39 (s, 6H), 7.22 (m, 4H), 7.45 (s, 2H), 7.79 (m, 4H).-

MS (EI): m/z (relative Intensitit) = 412 (M, 7.5).-

4,4'-(p-Tolyl)-2,2-bithiazyl (8).
'"H NMR (500 MHz, CDCl3) 8= 2.37 (s, 6H), 7.19 (m, 4H), 7.41 (s, 2H), 7.70 (m, 4H).-

MS (EI): m/z (relative Intensitit) = 348 (M, 2.2).-
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4-(4-M ethylphenyl)thiazol (9). Farblose Plattchen, Smp. 55-56 °C

IR (KBr) Vpnax 1485 cm™ (C=N).-

'"H NMR (500 MHz, CDCl3) &= 2.39 (s, 3H), 7.25 (m, 2H), 7.48 (d, 1H, J = 2.0 Hz), 7.83 (m,
2H), 8.87 (d, 2H, J = 2.0 Hz).-

BC NMR (125 MHz, CDCly) 8 =21.3, 111.8, 126.3, 131.5, 138.1, 152.7, 154.4.-

MS (EI): m/z (relative Intensitit) = 175 (M, 27).-

(2)-1-(4-methylphenyl)-2-[4-(4-methylphenyl)-2-thiazylsulfanyl]ethenyl-1-isothiocyanat
(10): Schwach gelbe Nadeln, Smp. 85 — 86 °C

IR (KBF) Vinax 2074 cm™ (N=C=S).-

'H NMR (500 MHz, CDCl3) & = 2.39 (s, 6H, Me-4'4"), 7.23 (m, 2H, H-3"), 7.24 (m, 2H,
H-3'), 7.26 (s, 1H, H-b), 7.40 (s, 1H, H-5), 7.44 (m, 2H,
H-2"), 7.79 (m, 2H, H-2').-

3C NMR (125 MHz, CDCls) & = 21.2, 21.3 (g, Me-4'4"), 112.9 (d, C-5), 116.8 (d, C-b),
124.9 (d, C-2), 126.2 (d, C-2"), 128.6 (s, C-a), 129.5 (d,
C-3", 129.6 (d, C-3"), 131.0, 131.1 (s, C-1', C-1"), 138.4
(s, C-4"), 138.8 (s, C-c), 139.5 (s, C-4"), 156.1 (s, C-4),
160.0 (s, C-2).-

MS (EI): m/z (relative Intensitit) = 380 (M, 13), 322 [100, (M-NCS)'].-

HRMS (FAB) m/z berechnet fiir Cy0H;7N,S3 381.0554, gefunden 381.0554.-

Die Z-Konfiguration der Doppelbindung zwischen C-a und C-b wurde aufgrund der NOE-
Kopplungen zwischen H-2" und H-b im NOESY-Spektrum ermittelt.

- 107 -



6 Experimentalteil

6.3.2.2  Transientenspektren bei der Photolyse von Pyridon 2b und Thiazolthion 3b

Allgemeine Arbeitsvor schrift (AAV-5)

Fiir die Untersuchung der bei Photolyse von Pyridon 2b und Thiazolthion 3b entstehenden
Transienten wurden Proben mit einem Volumen von ungefdhr 5 ml in einer selbstgemachten,
mit einem durch einen Teflonschraubverschluss verschlieBbaren und iiber eine
Hochvakuumpumpe evakuierbaren Kolben direkt verbundenen Quarzzelle (4 x 1 x 1 cm’)
vermessen. Die Proben wurden durch dreimaliges ,,freeze-pump-thaw* im Kolben entgast,
anschlielend in die Quarzzelle {iberfiihrt und dort bei Raumtemperatur mit der 308 nm-Linie
eines Lamda Physik EMG 101 MSC XeCl-Excimerlaser (ca. 25 ns, 9 £ 1 ns Abklingzeit,
75 mJ) angeregt. Direkt nach der Anregung (20 ns) wurde das jeweilige

Transientenabsorptionsspektrum aufgenommen.

V-39: Transientenspektrum bei der Photolyse des Pyridons 2b

Eine 100 uM Losung des Pyridons 2b in Wasser wurde wie in AAV-5 beschrieben bestrahlt
und angeregt, wobei bei der Bestrahlung ein Lichtfilter (WG 320 nm) verwendet wurde. Die

Absorptionseigenschaften des beobachteten Transienten sind in Tabelle 6.10 aufgefiihrt.

V-40: Transientenspektrum bei der Photolyse des Thiazolthions 3b (VI-SFM-6, 6b)

Eine 20 uM Losung des Thiazolthions 3b in Acetonitril wurde wie in AAV-5 beschrieben
bestrahlt und angeregt, wobei bei der Bestrahlung ein Lichtfilter (WG 320 nm) verwendet
wurde. Die Absorptionseigenschaften des beobachteten Transienten sind in Tabelle 6.10
aufgefiihrt. Wurde die gleiche Probe ein zweites Mal durch einen Laserblitz unter identischen
Bedingungen angeregt, erhielt man einen Transienten mit anderen Absorptionseigenschaften

(Tabelle 6.10).

V-41: Transientenspektrum bei der Photolyse des Thiazolthions 3a (VI-SFM-15c, 15b)

Eine 29 uM Losung des Thiazolthions 3a in Acetonitril wurde wie in AAV-5 beschrieben
bestrahlt und angeregt, wobei bei der Bestrahlung ein Lichtfilter (WG 320 nm) verwendet
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wurde. Die Absorptionseigenschaften des beobachteten Transienten sind in Tabelle 6.10
aufgefiihrt. Wurde die gleiche Probe ein zweites Mal durch einen Laserblitz unter identischen
Bedingungen angeregt, erhielt man einen Transienten mit anderen Absorptionseigenschaften

(Tabelle 6.10).

V-42: Transientenspektrum bei der Photolyse des Disulfids 7 (VI-SFM-5, 5b)

Eine 60 pM Losung des Disulfids 7 in Acetonitril wurde wie in AAV-5 beschrieben bestrahlt
und angeregt, wobei bei der Bestrahlung ein Lichtfilter (WG 305 nm) verwendet wurde. Die
Absorptionseigenschaften des beobachteten Transienten sind in Tabelle 6.10 aufgefiihrt.
Wurde die gleiche Probe ein zweites Mal durch einen Laserblitz unter identischen
Bedingungen angeregt, erhielt man den gleichen Transienten mit identischen

Absorptionseigenschaften (Tabelle 6.10)

Tabelle 6.10. Absorptionsbanden der bei Anregung” von Pyridon 2b,
Thiazolthion 3b und Disulfid 7 beobachteten Transienten

V- Substrat” Anregung (308 nm) Amax [nm]
39 Pyridon 2b 1. Laserblitz 390
40 Thiazolthion 3b 1. Laserblitz 355,470
2. Laserblitz 375, 500
41 Thiazolthion 3a 1. Laserblitz 355,470
2. Laserblitz 375, 500
42 Disulfid 7 1. Laserblitz 375, 500
2. Laserblitz 375, 500

Y Die Aufnahme der Spektren erfolgte unmittelbar nach der Anregung;
) Bedingungen: [Pyridon 2b] = 100 uM, [Thiazolthion 3a] = 29 uM,
[Thiazolthion 3b] =20 uM, [Disulfid 7] = 60 uM.
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6.3.2.3 Messung der Abklingkurven von den beobachteten Transienten-

Absor ptionsbanden

V-43: Kinetik der 470 nm-Transienten-Absorptionsbande bei Anregung (1. Laserblitz) des
Thiazolthions 3b (VI-SFM-8, 11, 32)

Eine 20 uM Losung des Thiazolthions 3b in Acetonitril wurde wie in AAV-5 beschrieben
bestrahlt und angeregt, wobei bei der Bestrahlung ein Lichtfilter (WG 420 nm) verwendet
wurde. Die Absorption des Transienten wurde bei 470 nm zeitaufgelost verfolgt. Zur
Untersuchung des Effektes von molekularem Sauerstoff und von 1,3-Cyclohexadien (1,3-
CHD) wurde die gleiche Probe unter identischen Bedingungen aber im Unterschied zu der
ersteren in Gegenwart von molekularem Sauerstoff bzw. 250 puM 1,3-CHD angeregt.
Wiederum wurde jeweils die Absorptionsbande des Transienten bei 470 nm zeitaufgelost
untersucht. Der molekulare Sauerstoff beeinflusste das  Abklingverhalten der
Absorptionsbande nicht (nicht gezeigt in Abb. 6.4). Die beiden anderen Zeitprofile sind in
Abbildung 6.4 aufgefiihrt.

AOD
0.03 | it
ohne Additive
....... mit 250 uM 1,3-CHD
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Abbildung 6.4. Ergebnisse von V-43: Abklingverhalten der 470 nm-Absorptionsbande nach
Anregung (308 nm, 1. Laserblitz) des Thiazolthions 3b (20 uM in MeCN)
unter Ausschluss von molekularem Sauerstoff ( — ) und in Gegenwart von

250 uM 1,3-CHD ()
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V-44: Kinetik der 500 nm-Transienten-Absorptionsbande bei Anregung (2. Laserblitz) des
Thiazolthions 3b (VI-SFM-9a, 10)

Eine 20 uM Losung des Thiazolthions 3b in Acetonitril wurde wie in AAV-5 beschrieben
bestrahlt und angeregt, wobei bei der Bestrahlung ein Lichtfilter (WG 420 nm) verwendet
wurde. Die Anregung wurde durch einen zweiten Laserblitz wiederholt. Die Absorption des
Transienten wurde nach dem 2. Laserblitz bei 520 nm zeitaufgelost verfolgt. Bei einer
weiteren Messung wurde nach dem 1. Laserblitz die Quarzzelle durch Offnen der
Teflonverschraubung beliiftet und anschlieBend mit einem zweiten Laserblitz angeregt.
Wiederum wurde die Absorptionsbande des Transienten bei 420 nm zeitaufgeldst untersucht.

Die Zeitprofile sind in Abbildung 6.5 aufgefiihrt.

A OD
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T T T
5 10 15
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Abbildung 6.5. Ergebnisse von V-44: Abklingverhalten der 500-nm-Absorptionsbande nach
Anregung (308 nm, 2. Laserblitz) des Thiazolthions 3b (20 uM in MeCN) in
Gegenwart von molekularem Sauerstoff ( — ) und unter Ausschluss von

molekularem Sauerstoff ()

V-45: Kinetik der 500 nm-Transienten-Absorptionsbande bei Anregung des Disulfids 7
(VI-SFM-14, 19)

Eine 60 uM Losung des Disulfids 7 in Acetonitril wurde wie in AAV-5 beschrieben bestrahlt
und angeregt, wobei bei der Bestrahlung ein Lichtfilter (WG 420 nm) verwendet wurde. Die

Absorption des Transienten wurde bei 495 nm zeitaufgelost verfolgt. Zur Untersuchung des
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Effektes von molekularem Sauerstoff wurde die gleiche Probe unter identischen Bedingungen
aber im Unterschied zu der ersteren in Gegenwart von molekularem Sauerstoff angeregt.
Wiederum wurde die Absorptionsbande des Transienten bei 495 nm zeitaufgeldst untersucht.

Die Zeitprofile sind in Abbildung 6.6 aufgefiihrt.
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Abbildung 6.6. Ergebnisse von V-45: Abklingverhalten der 500 nm-Absorptionsbande nach
Anregung (308 nm, 2. Laserblitz) des Disulfids 5 (60 uM in MeCN) in
Gegenwart von molekularem Sauerstoff ( — ) und unter Ausschluss von

molekularem Sauerstoff ()

V-46: Kinetik der 375-nm-Transienten-Absorptionsbande bei Anregung des Disulfids 7

Eine 60 uM Losung des Disulfids 7 in Acetonitril wurde wie in AAV-5 beschrieben bestrahlt
und angeregt, wobei bei der Bestrahlung ein Lichtfilter (WG 420 nm) verwendet wurde. Die
Absorption des Transienten wurde bei 375 nm zeitaufgelost verfolgt. Zur Untersuchung des
Effektes von molekularem Sauerstoff wurde die gleiche Probe unter identischen Bedingungen
aber im Unterschied zu der ersteren in Gegenwart von molekularem Sauerstoff angeregt.
Wiederum wurde die Absorptionsbande des Transienten bei 375 nm zeitaufgeldst untersucht.

Die Zeitprofile waren identisch zu denen der 500-nm-Bande (V-45, Abb. 6.6)
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6.3.24  Zersetzungsguantenausbeuten der Radikalquellen 2b und 3b

V-47: Zersetzungsquantenausbeute des Pyridons 2b (IV-SFM-47)

Die Bestrahlung und anschlieBende Aufbereitung des Aktinometers (Kaliumferrioxalat)
erfolgte gemédB AAV-1. Die nach Gl. 6.1 bestimmte Photonenzahl betrug (1.67 + 0.10) x 107”7
Einstein min™ (vgl. V-13)

Das Pyridon 2b (1.50 ml, 500 uM) wurde unter identischen Bedingungen wie der Aktinometer
fiir 1.5 min in Wasser und in Wasser-Acetonitril (60 : 40) bestrahlt. Der Umsatz an Pyridon
2b wurde jeweils mittels HPLC-Analytik und UV-Detektor (HPLC-Methode 2) bestimmt und
betrug in zwei unabhingig durchgefiihrten Experimenten in Wasser 10.7% + 0.1% und in
Wasser-Acetonitril (60 : 40) 12.0% =+ 0.5%. Daraus wurden gemifB3 Gl. 6.2 die Zersetzungs-

quantenausbeuten berechnet:

Dgec (H0) = 0.32 £ 0.01
®gec [H20-MeCN (40%)] = 0.36 + 0.02

V-48: Untersuchung der photochemischen Zersetzung des Thiazolthions 3b mittels UV-
Spektroskopie (II-HOK-4)

2 ml einer 50 uM Loésung von Thiazolthion 3b in einer Losungsmittel-Mischung von Wasser
und Acetonitril (60 : 40) wurde mit 308 nm durch die Xe-Lampe des Fluoreszenz-
Photometers (308 nm) bei Raumtemperatur in einer UV-Kiivette bestrahlt. Nach 0-10 min
wurde die Probe jeweils im UV-Spektrometer vermessen, und die Anderung der Absorption
bei 318 nm (Absorptionsmaximum) bestimmt. Es konnte gezeigt werden, dass die Absorption

linear mit der Bestrahlungszeit abnahm (Abb. 6.7).
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Abbildung 6.7. Abhingigkeit der Absorption (318 nm) des Thiazolthions 3b von der
Bestrahlungszeit bei Photolyse (308 nm, 20 °C, 0-10 min) einer 50 pM
Losung des Thiazolthions 3b in H,O-MeCN (40%)

V-49: Zersetzungsquantenausbeute des Thiazolthions 3b (II-HOK-4)

Die Bestrahlung des Aktinometers (Kaliumferrioxalat) erfolgte in Anlehnung an AAV-1. Als
Bestrahlungsquelle diente aber im Unterschied zu der AAV-1 die Xe-Lampe eines
Fluoreszenz-Photometers (Aexe = 308 nm), und es wurde ein Volumen von 2.00 ml des
Aktinometers fliir 20 min bestrahlt. Die der Photolyse anschlieBende Aufbereitung des
Aktinometers erfolgte geméll der AAV-1. Die iiber diesen Aktinometer unter Zuhilfenahme

der Gl. 6.1 bestimmte Photonenzahl betrug (3.16 = 0.27) x 10” Einstein min™.

Das Thiazolthion 3b (2.00 ml, 50 uM) wurde unter identischen Bedingungen wie der
Aktinometer fiir 5:00 min in Wasser-Acetonitril (60 : 40) bestrahlt. Der Umsatz an
Thiazolthion 3b wurde mittels UV-Spektroskopie bestimmt durch Messen der
Absorptionsdifferenz bei 318 nm vor und nach der Bestrahlung. Die Anzahl der umgesetzten
Thiazolthion-Molkiile betrug in zwei unabhéngig voneinander durchgefiihrten Experimenten:
(9.44 +0.17)x 10” mol (in 2.00 ml bei 5:00 min Bestrahlungszeit). Daraus wurden gemiB Gl.
6.2 die Zersetzungsquantenausbeute berechnet: ®@g4.. [H,O-MeCN (40%)] = 0.60 + 0.05.
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6.3.25 Quantenausbeutefir die Radikalfreisetzung der Radikalquellen 2b und 3b

Allgemeine Arbeitsvor schrift 6 (AAV-6)

Die Quantenausbeute der Radikalfreisetzung, die identisch ist mit der Quantenausbeute der
NO-Bindungsspaltung ®n.o der Photo-Fenton-Reagenzien 2b und 3b, wurde mittels
Transienten-Spektroskopie bestimmt. Hierzu wurden die bei Anregung (308 nm) durch

photolytischen NO-Bindungsbruch gebildeten Chromophorradikale A und B quantifiziert.

S
~ /
@\ /©/<’N/>\S
N7 o,
A Me B

Die Vorbereitung und Anregung der Proben erfolgte analog zu der AAV-5. Vor der Anregung
wurden die Proben durch dreimaliges ,,freeze pump thaw* entgast.
Die Quantenausbeute der NO-Bindungsspaltung ®no wurde unter Verwendung von

Benzophenon als Referenz tiber Gleichung 6.3°” bestimmt.

®n.o = Prer) X [AR / At@p)] X [ET(BP)/ €R] (Gl. 6.3)

Mit:

Drp) Quantenausbeute von Benzophenon, den Triplett-Zustand zu bilden. In Benzol ist
CDT(BP) = 1.0137

ET(BP) Molare Absorptionskoeffizient des Benzophenon im Triplett-Zustand
er@p)= 7220 M em™ bei 530 nm in Benzol'*®

A1p) Experimentell bestimmte Absorption des Triplett-Zustandes von Benzophenon in
Benzol bei 530 nm nach Anregung durch die 308-nm-Laserlinie.

€R Molare Absorptionskoeffizient der bei der Anregung der Radikalquellen 2b oder

3b freigesetzten Radikale R.
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R = Pyridyloxylradikal A: gx = 680 M'em™ bei 390 nm”
R = Thiylradikal B: eg ~ & (Pyridyl-2-thiylradikal) = 600 M"'cm™ bei 460 nm®’

Ar Experimentell bestimmte Absorption von
Transient A bei 390 nm in Wasser (Aa) und von
Transient B bei 460 nm in Acetonitril (Ag)

nach Anregung durch die 308 nm-Laserlinie.

Alle Proben, die gemessen wurden, hatten die gleiche optische Dichte (Absorption bei Aexe =
308 nm war Asps = 0.165) wie die Referenz Benzophenon, damit gewdihrleistet werden
konnte, dass von den zu untersuchenden Verbindungen die gleiche Photonenzahl wie von der

Referenz absorbiert wird.

V-50: Quantenausbeute der Radikalfreisetzung von Pyridon 2b (VI-SFM-20 bis 22)

Eine 41 uM Loésung (Ajzps = 0.165) von Pyridon 2b in Wasser wurde wie in AAV-5 und
AAV-6 beschrieben vorbereitet und angeregt. Bei der Bestrahlung wurde ein Glasfilter (420
nm) verwendet. Die Absorption bei 390 nm (Aa) wurde direkt nach der Anregung mit der
308-nm-Laserlinie gemessen. Sie betrug in drei unabhidngig voneinander durchgefiihrten
Experimenten Aa = 0.021.

Bereits vor der Pyridon-Losung wurde die Benzophenon-Lésung in Benzol (Asps = 0.165)
gemessen. Sie wurde wie in AAV-5 und AAV-6 beschrieben vorbereitet und angeregt. Die
Absorption Argp) bei 530 nm betrug 0.302 + 0.020 (bestimmt durch sechsmalige Anregung
der Benzophenonldsung). Unter Verwendung der Gl. 6.3 konnte die Quantenausbeute der
Radikalfreisetzung @y o fiir das Pyridon 2b bestimmt werden. Sie betrug ®n.o (Pyridon 2b) =
74% + 7%.

V-51. Quantenausbeute der Radikalfreisetzung von Thiazolthion 3b (VI-SFM-23 bis 25)
Eine ca. 13 uM Losung (Aszos = 0.165) von Thiazolthion 3b in Acetonitril wurde wie in AAV-
5 und AAV-6 beschrieben vorbereitet und angeregt. Bei der Bestrahlung wurde ein Glasfilter

(420 nm) verwendet. Die Absorption bei 460 nm (Ag) wurde direkt nach der Anregung mit

-116 -



6 Experimentalteil

der 308-nm-Laserlinie gemessen. Sie betrug in drei unabhédngig voneinander durchgefiihrten
Experimenten Ag = 0.016.

Unter Verwendung der in V-50 bestimmten Argpy und der Gl. 6.3 konnte die
Quantenausbeute der Radikalfreisetzung ®On.o fiir das Thiazolthion 3b abgeschitzt werden. Es
handelt sich hierbei nur um eine Abschitzung, da der genaue molare Extinktionskoeffizient
des Thiylradikals B eg nicht bekannt ist und nur ein Nédherungswert (der des Pyridyl-2-
thiylradikals) herangezogen werden konnte.”” Mit diesem Naherungswert betrug

®n.o (Thiazolthion 3b) = (64 + 6)%.

6.3.3 EPR-gpektroskopische Untersuchungen (Spin-Trapping mit DM PO)

V-52: Bestrahlung von Thiazolthion 3b in Benzol (I-HOK-80)

Nach AAV-2 wurde eine Losung von Thiazolthion 3b (3.00 mM) und DM PO (90 mM) in
Benzol fiir 5 min unter atmosphérischen Bedingungen im Rayonet Photoreaktor (350 nm)

bestrahlt. Die Kopplungskonstanten der detektierten Addukte sind in Tabelle 6.11 aufgelistet.

V-53: Bestrahlung von Pyridon 2b in Benzol (III-SFM-8)

Nach AAV-2 wurde eine Losung von Pyridon 2b (3.00 mM) und DM PO (90 mM) in Benzol
fiir 5 min unter atmosphirischen Bedingungen im Rayonet Photoreaktor (300 nm) bestrahlt.

Die Kopplungskonstanten der detektierten Addukte sind in Tabelle 6.11 aufgelistet.

V-54: Bestrahlung von Thiazolthion 3b in H,O : MeCN (60 : 40) in Abhdngigkeit von der
Konzentration an DMPO (II-HOK-2, IV-SFM-44)

Nach AAV-2 wurde eine Losung von Thiazolthion 3b (3.00 mM) in H,O : MeCN (60 : 40)
fiir 5 min unter Ausschluss von molekularem Sauerstoff in Gegenwart unterschiedlicher
Konzentrationen an DMPO (9.00, 27.0, 90.0 mM) im Rayonet-Photoreaktor (350 nm)
bestrahlt. Unabhdngig von der Konzentration an DMPO konnte nur ein DM PO-Addukt
detektiert werden. Die Kopplungskonstanten des detektierten Adduktes sind in Tabelle 6.11

aufgelistet.
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Tabelle 6.11. Messwerte fiir die Hyperfeinkopplungskonstanten und den Landé-Faktor der
DM PO-Addukte nach Bestrahlung” der Photo-Fenton-Reagenzien 2b” und

3b? und Aceton” in verschiedenen Losungsmitteln

V- Solvens Substrat  Additiv Addukt ag aN g-Wert
[Gauss] [Gauss]

52 Benzol 3b --- DM PO-O'Pr 6.7 12.8  2.0058

53  Benzol 2b DMPO-O'Pr 6.4 12.8  2.0058

54 H,0O-MeCN 3b --- DM PO-O'Pr 9.9 144  2.0058
1.3

55 H,O-MeCN 2b --- DM PO-O'Pr 9.8 14.5  2.0059
1.3

DMPO-CMeOH  23.9 159  2.0058

56 H,0 2b DMPO-CMe,OH  23.9 159  2.0058

57 H,0-MeCN Aceton? HOPr® DMPO-CMeOH  24.1 155  2.0058

58 H,0-MeCN  2b 3b DM PO-O'Pr 9.8 144  2.0057
1.3

59 H,0-MeCN  2b Disulfid DMPO-O'Pr 9.7 143  2.0058
79 1.2

) Bedingungen: 10 °C, 5 min; ) Bestrahlung im Rayonet (300 nm); © Bestrahlung im Rayonet
(350 nm); 9 [Aceton] = 400 mM; © [HO'Pr] = 800 mM; D [Disulfid 7'] < 0.50 mM

V-55. Bestrahlung von Pyridon 2b in H,O : MeCN (60 : 40) in Abhdngigkeit von der
Konzentration an DMPO (IV-SFM-44)

Nach AAV-2 wurde eine Losung von Pyridon 2b (3.00 mM) in H,O : MeCN (60 : 40) fiir
Smin unter Ausschluss von molekularem Sauerstoff in Gegenwart unterschiedlicher
Konzentrationen an DMPO (9.00, 27.0, 90.0 mM) im Rayonet-Photoreaktor (300 nm)
bestrahlt. Es konnten zwei DM PO-Radikaladdukte detektiert werden (DM PO-O'Pr und
DMPO-CMe0OH). Die Kopplungskonstanten der detektierten Addukte sind in Tabelle 6.11
aufgelistet. Mit abnehmender Konzentration an DM PO stieg der Anteil an DM PO-CM e,OH.
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V-56: Bestrahlung von Pyridon 2b in Wasser (IV-SFM-51)

Nach AAV-2 wurde eine Losung von Pyridon 2b (3.00 mM) und DM PO (90 mM) in Wasser
fir 5 min unter atmosphidrischen Ausschluss von molekularem Sauerstoff im Rayonet
Photoreaktor (300 nm) bestrahlt. Die Kopplungskonstanten des detektierten Adduktes sind in
Tabelle 6.11 aufgelistet.

\V-57: Authentische Generierung von DMPO-CMeOH (II-HOK-9, IV-SFM-52)"*!

Nach AAV-2 wurde eine Losung von Aceton (400 mM) und Isopropanol (800 mM) in
Gegenwart von DM PO (90 mM) unter Ausschluss von molekularem Sauerstoff fiir 10 min im
Rayonet Photoreaktor (300 nm) bestrahlt. Die Kopplungskonstanten des detektierten
Adduktes sind in Tabelle 6.11 aufgelistet.

V-58. Bestrahlung von Pyridon 2b in Gegenwart von Thiazolthion 3b (II-HOK-10,
IV-SFM-53)

Nach AAV-2 wurde eine Losung von Pyridon 2b (1.00 mM) und Thiazolthion 3b (1.00 mM)
in HO : MeCN (60 : 40) in Gegenwart von DMPO (27 mM) unter Ausschluss von
molekularem Sauerstoff fiir 5 min im Rayonet-Photoreaktor (300 nm) bestrahlt. Es konnte

ausschlieBlich das DM PO-O'Pr-Addukt detektiert werden.

V-59: Bestrahlung von Pyridon 2b in Gegenwart von Disulfid 7' (1I-HOK-10, IV-SFM-53)
Nach AAV-2 wurde eine Losung von Pyridon 2b (1.00 mM) und Disulfid 7' (gesittigte
Losung, < 0.50 mM) in H,O : MeCN (60 : 40) in Gegenwart von DMPO (27 mM) unter

Ausschluss von molekularem Sauerstoff fiir 5 min im Rayonet-Photoreaktor (300 nm)

bestrahlt. Es konnte ausschlieBlich das DM PO-O'Pr-Addukt detektiert werden.
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6.3.4 Photooxidation von pBR 322 DNA

V-60: Strangbruchbildung durch die Photo-Fenton-Reagenzien 2b und 3b: Einfluss des
Losungsmittels und des Radikalfdngers Isopropanol (II-HOK-1, IV-SFM-42)

Entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift (AAV-3) zur Detektion von Strangbriichen in
superhelikaler pBR 322 DNA wurde eine Losung von Pyridon 2b (1.50 mM) in [H,O-MeCN
(60 : 40)] (Abb. 6.8, Probe 2 und Abb. 6.9, Probe 5) und in reinem Wasser (Abb. 6.9, Probe 4)
jeweils in Gegenwart von superhelicaler pBR 322 DNA fiir 30 min mit einer Blacklight-
Lampe (312 nm) bestrahlt. Unter identischen Bedingungen wurde auch das Thiazolthion 3b
[1.50 mM in H,O-MeCN (60 : 40)] photolysiert (Abb. 6.8, Probe 3). Die Bestrahlungen
wurden auch in Gegenwart von 10 Vol % Isopropanol als Radikalfinger durchgefiihrt (Probe
Abb. 6.9, Proben 2 und 3). Bei der Kontrollreaktion wurde die pBR 322 DNA in Puffer ohne
Zugabe weiterer Reagenzien bestrahlt (Probe 1 in Abb. 6.8 und Abb. 6.9). Die nach elektro-
phoretischer Trennung erhaltenen Gels sind in Abb. 6.8 und Abb. 6.9 dargestellt.

superhelikal

offen-circular

Probe 1 2 3
Blindprobe 2bin 3bin
H,0-MeCN  H,0-MeCN

offen-circulare
DNA [%]

12 27 24
Abbildung 6.8. Gelelektophoretische Detektion von Einzelstrangbriichen bei Photolyse
(312 nm, 0 °C, 30 min) des Pyridons 2b (1.50 mM) und des Thiazolthions 3b
(1.50 mM) in Gegenwart von superhelikaler pBR 322 DNA (50 mg/l) in H,O-
MeCN (60 : 40). Bei der Blindprobe erfolgte die Bestrahlung der DNA ohne
Additiv. Der mittlere Fehler betrug + 5% der angegebenen Werte.
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superhelikal

offen-circular

Probe 1 2 3 4 5
Blindprobe 2b 3b 2b in 2b in
+ + in Hb,O H;O-MeCN

‘PrOH ‘PrOH

offen-circulare

DNA [%] 15 16 15 47 32

Abbildung 6.9. Gelelektophoretische Detektion von Einzelstrangbriichen bei Photolyse
(312 nm, 0 °C, 30 min) des Pyridons 2b (1.50 mM) und des Thiazolthions 3b
(1.50 mM) in Gegenwart von superhelikaler pBR 322 DNA (50 mg/l) in
H,0-MeCN (40%) unter dem Einfluss von Isopropanol (10 Vol%). Das
Pyridon 2b wurde auch ohne Isopropanol in H,O und in H,O-MeCN (60 : 40)
in Gegenwart der DNA bestrahlt. Bei der Blindprobe erfolgte die Bestrahlung
der DNA ohne Additiv. Der mittlere Fehler betrug =+ 5% der angegebenen
Werte.
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