WIRKUNGSMECHANISMUS BEI DER MUTATIONSAUSLOSUNG

Die Fldachenverhiltnisse der identifizierten Banden
in den hochsiedenden Anteilen sind in Tab.5b zusam-
mengestellt.

Bei der Umsetzung der Diphenylalkane befand sich
kurz vor dem Entladungsrohr ein mit Heiluft beheiz-
ter Kolben mit der Substanz. Die Zusammensetzung
der entstandenen Destillate ist in Tab. 6 a wiedergege-
ben.

Hohersiedende Produkte schieden sich zusammen mit
nichtumgesetztem Material am Ende des Entladungs-
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rohres ab. In Tab. 6 b sind die in den héhersiedenden
Anteilen nachgewiesenen Produkte zusammengestellt.

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem
Fonds der Chemischen Industrie danke ich fiir die
finanzielle Unterstiitzung der Arbeit, Herrn Dr. W.
Konie fiir die Aufnahme der Massenspektren, Herrn
Dr. K. Scuerrier fiir die Uberlassung einer Mikrowel-
lenapparatur.

Zum Wirkungsmechanismus von 1-Nitroso-3-nitro-1-methyl-guanidin

bei der Mutationsauslosung

II. Produkte der Reaktion von 1-Nitroso-3-nitro-1-methyl-guanidin
mit Nucleobasen, Nucleosiden, Nucleosidphosphaten und Homopolyribo-
nucleinsiuren

F. Lincens, J. Rav und R. StssmuTtr

Institut fiir Mikrobiologie und Molekularbiologie der Universitit Hohenheim (Stuttgart-Hohenheim)

(Z. Naturforschg. 23 b, 1565—1570 [1968] ; eingegangen am 26. Juli 1968)

1-Nitroso-3-nitro-1-methyl-guanidine (NNMG) (at pH 5,5 resp. 6,0) methylates and deaminates
the bases of nucleic acids. We treated nucleic bases, nucleosides, nucleoside phosphates and homo-
polyribonucleic acids with NNMG and we found the following methyl derivates of adenine:
1-methyladenine, 3-methyladenine and NS®-methyladenine: of guanine: 7-methylguanine and of
cytosine: 1-methylcytosine and 3-methylcytosine. Moreover bases of the nucleic acids were deami-
nated: adenine to hypoxanthine and guanine to xanthine.

In der ersten Mitteilung! haben wir iber die
Wirkung von 1-Nitroso-3-nitro-1-methyl-guanidin
(NNMG) auf die Matrizenaktivitat der Polynucleo-
tide bei der zellfreien Proteinsynthese berichtet.

Fir die Mutationsauslosung durch NNMG 278
kommen vor allem 3 Reaktionen mit den Nucleo-
basen in Frage: die Methylierung**% 19, die Des-
aminierung ' und die Nitroguanylierung. Wir
haben Methylierung und Desaminierung hauptséch-
lich unter &#hnlichen Bedingungen (bei 37° oder
Zimmertemperatur und pH 5,5 bzw. 6,0) unter-
sucht, wie sie bei der Mutationsauslésung vorliegen.

1 P. Cuaxpra, A. Wacker, R. Sissmura u. F. Lincens, Z. Na-
turforschg. 22b, 512 [1967].

2 J. D. MaxpeLL u. J. Greenserc, Biochem. biophysic. Res.
Commun. 3, 575 [1960].

3 J. D. MavnpeL, P. L. Woopy u. J. GreenBERG, J. Bacteriol.
81, 149 [1961].

4 A. J. MoLLer u. T. Gicuner, Nature [London] 201, 1149
[1964].

5 R. Scuwaier, Z. Vererbungslehre 97, 55 [1965].

Material und Methoden

Citronensdure-Phosphat-Puffer nach McIlvaine:
Gemisch von 0,2-m. NagHPO, und 0,1-m. Citronen-
sdure.

Zur Diinnschichtchromatographie verwendete Lauf-
mittel :

S1: n-Butanol/Eisessig/Wasser (4/1/1), S2: Metha-
nol/konz. Salzsiure/Wasser (7/2/1), S3: 3% NH,Cl/
H,0, S4: Isopropanol/Wasser/Ammoniak (8/1/1), S5:
n-Butanol/Wasser (1/11), S6: Isopropanol/konz. Salz-
siure/Wasser (65/16/19), S7: Isopropanol/Wasser
(6/4), S8: n-Buthanol/Athanol/Wasser (5/2/3), S9:
n-Butanol (wassergesittigt)/Ammoniak (100/1), S10:
Athanol/Wasser/Ammoniak (80/8/2).

6 F. Lineens u. O. Ovrmanss, Z. Naturforschg. 21 b, 660
[1966].

7 D. R. McCatra, Science [Washington] 148, 497 [1965].

8 H. B. Sincer u. H. Fraenker-Conrat, Proc. nat. Akad. Sci.
USA 58, 234 [1967].

9 J. Rav u. F. Lineens, Naturwissenschaften 54, 517 [1967].

10 F. Lingens, R. Stissmura, A. Wacker u. P. Caanpbra, Natur-
wissenschaften 54, 492 [1967].

1t F. K. ZiumerMany, R. Scawaier u. U. v. Laer, Z. Vererbungs-
lehre 97, 68 [1965].
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Umsetzungen von NNMG mit Nucleo-
basen und ihren Derivaten

Adenin: 20,7mg (0,15mMol) Adenin wurden in
4,4 ml Puffergemisch vom pH 5,5 bei 80 °C gelost und
dazu 218 mg (1,5 mMol) NNMG gegeben. Nach
34 Stdn. ist das Reaktionsgemisch an Dowex 1X8 (100
bis 200 mesh, C1®/H,0, 1,5-20 cm) getrennt worden:
je 150 Tropfen (10 ml) NHj-Losung von pH 10, wo-
durch Adenin zuriickgehalten wird. Fraktionen 1—20
wurden an Dowex 50 WX12 (200 — 400 mesh, H®/H,0,
27-7 cm) wiederholt getrennt. Je 150 Tr. H,O Fr. 101
bis 120 (die Guanidine laufen durch, Nucleobasen wer-
den zuriickgehalten), 2-n. HCI Fr. 121 ff.

Diinnschichtchromatographie an MN 400

Substanz Ry-Wert in Sl S2
Fr. 125 ff. 0,26 0,27
Hypoxanthin 0,15 0,20

Fr.150 —168 3-Methyladenin [4 max=273 nm (155)].
Fr. 180 — 240 Adenin und oder 1-Methyladenin
[A max = 261 nm (200)].

20 mg (0,15 mMol) Adenin und 220 mg (1,5 mMol)
NNMG wurden in 8 ml Pufferlosung von pH 5,5 bei
Zimmertemperatur stehen gelassen. Nach 6 Tagen Auf-
trennung von 4ml an Dowex (wie oben), je 150 Tr.
H,0. Nach wiederholter Trennung an Dowex 50 (wie
oben), je 150 Tr. H,O Fr. 101-—-120, 2-n. HCl Fr.
121 —130, 3-n. HCI Fr. 131 —180.

Fr.137—-143 3-Methyladenin [Amax =
(140)7.

Fr.145—170 1-Methyladenin+ Adenin [4max =
261 nm (150)].

Adenosin: 20,0 mg (0,07 mMol) Adenosin wurden
in 5,5 ml Puffergemisch von pH 5,5 gelost, mit 110 mg
(0,75 mMol) NNMG versetzt und bei Zimmertempera-
tur stehengelassen. Die fast farblose Reaktionslosung
wurde mit Methanol versetzt, bis sie davon ungefdahr
60% enthielt, und der Trennung unterworfen an Dowex
1X8 (100 — 200 mesh), OH®/60-proz. Methanol, 1,5-20
cm).

Fr.26 —46 1-Methyladenosin: 2 max = 259 nm (H,0),
Amax = 257 nm (n/10 HCI).

Diinnschichtchromatographie

273 nm

Substanz R;i-Wert an MN 400/S4 DEAE/S5
Fr.26—-46 0,60 0,70
Adenosin 0,33 0,38

Massenspektrum von Fr.26—47: m/e = 168 (3,5%),
167 (34%), 150 (8%), 149 (100%), 113 (13%),
112 (11%), 104 (8%), 84 (5%), 83 (11%), 71
(27%), 70 (33%), 69 (9%).

100,5 mg (0,36 mMol) Adenosin wurden mit 549,7
mg (3,7mMol) NNMG in 11 ml Pufferlosung von pH
5,5 bei Zimmertemperatur und Lichtabschlul gehalten.
Nach spitestens 14 Tagen war alles NNMG verbraucht.
Trennung an Dowex 1X8 (100 — 200 mesh, OH®/H,0,

F.LINGENS, J. RAU UND R. SUSSMUTH

1,5-14 cm), Fraktionen ca. 10 ml; wiBrige Losung
wurde aufgezogen und mit steilem Gradienten (70 ml)
auf 60-proz. Methanol gebracht. Ab Fr. 71 wurde mit
50 ml H,O &quilibriert und die Elution mit 0,2-m.
NH HCOj fortgesetzt. Fr. 99 — 106 Inosin.

Diinnschichtchromatographie an MN 400

Substanz R;-Wert in S1 S6
Fr.99-106 0,08 0,28
Inosin 0,09 0,25

80 mg (0,03 mMol) Adenosin wurden in 10 ml Puf-
ferlosung pH 5,5 mit 40 mg (0,27 mMol) NNMG bei
37° gehalten. Nach 5 Tagen Trennung an Dowex 1X8
(100 —200 mesh, C1°/H,0, 1,5-11,3 cm) mit NH;-
Losung von pH 10. Fraktionen zu 10 ml. Fraktionen 9
bis 46, Rechromatographie an Dowex 50 WX12 (200
bis 400 mesh, H®/2-n. HCl, 2:7 cm), Fraktionen zu
10 ml:

Fr. 6—8 Nitroguanidin (4 max 264 nm),
Fr. 9—11 Hypoxanthin (4 max 248 nm),
Fr. 60 —140 1-Methyladenin (4 max 260 nm).

Adenosinmonophosphat: 10 mg (0,03 mMol) Adeno-
sinmonophosphat wurden bei 37° in 4 ml Puffergemisch
vom pH 5,5 mit 50 mg (0,34 mMol) NNMG umgesetzt.
Nach Vortrennung an Dowex 1X8 (100 — 200 mesh,
OH®/H,0, 1,5-20 cm) Trennung an Dowex 50 WX12
(200 —400 mesh, H®/H,0, 2-7 cm), Fraktionen zu
10ml: Fr. 16 —19 Desaminierungsprodukt (4 max =
246 — 252 nm).

Guanin: 20,6 mg (0,14 mMol) Guanin wurden mit
202 mg (1,37 mMol) NNMG in 4 ml Pufferlésung vom
pH 5,5 drei Stdn. lang auf 80 °C erhitzt.

Diinnschichtchromatographie

Substanz Rj-Wert an MN 400/S1  S4 DEAE/S5
Losung 0,20 0,30 0,02
Xanthin 0,20 0,30 0,02

UV-Spektrum von R; 0,30 (MN 400/S4) : A max =
267nm (H,0), Amax = 261nm (n/10 HCI).

Guanosin: 50 mg (0,18 mMol) wurden in 10 ml Puf-
ferlosung von pH 5,5 mit 260 mg (1,77 mMol) NNMG
4 Tage auf 37° gehalten.

Diinnschichtchromatographie an MN 400

Substanz Ry-Wert in S4 S7
Nitroguanidin 0,65 0,76
1-Methyl-3-nitroguanidin 0,80 0,85
Guanosin 0,30 0,60
Substanz mit heller Fuoreszenz

im UV-Licht (254 nm) 0,13 0,40

Sdulenchromatographie der hydrolysierten Probe an
Dowex 50 WX12 (200 — 400 mesh, H® 12-n. HCI, 27
cm) Fraktionen zu 10 ml: Fr.4—10 enthalten Nitro-
guanidin und 1-Nitro-3-methyl-guanidin, 23 —40 Gua-
nin, 46 — 62 7-Methyl-guanin.
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Substanz Ry-Werte und Aktivitdt in IpM
S1 S3 S8 S9
Adenin 0,50 0,26 0,50 0,48
1-Methyladenin 0,15 0,68 0,27 0,32
3112 308 51,9 41,1 236
3-Methyladenin 0,36 0,61 0,40 0,15
356 36,6 4+ 1,1 198 347
N6-Methyladenin 0,68 0,35 0,73 0,70
164 21,9 + 1,1 13,9+ 1,0 101
6,0 +0,9*
1-Nitro-3-methyl- 0,63 0,81 0,66 0,64
guanidin 52470 2136 2650 36263
Tab. 1. Methylierungsprodukte nach Behandlung von Adenin mit #C-Methyl-NNMG bei pH 6 und 37° in Citronensidure-Phos-
phat-Puffer.
Substanz R;-Werte und Aktivitat in IpM
S3 S8 S9
Adenin 0,45 0,26 0,45 0,48
1-Methyladenin 0,14 0,62 0,21 0,34
72 10,9 + 0,9 15,56 + 1,0 10,1 + 0,9
3-Methyladenin 0,38 0,62 0,35 0,15
4,04 08%* 10,9 40,9 11,6 +1,3 10,6 + 0,9
N6-Methyladenin 0,68 0,34 0,63 0,70
7,9 4+ 1,2 3,6 + 0,7 3,94+ 0,6 8,84+ 0,9

Tab. 2. Methylierungsprodukte nach Behandlung von Poly-A (Bedingungen wie Tab. 1). * Durch Rechromatographie erhaltene
Werte.

10 mg (0,035 mMol) Guanosin und 52mg (0,35
mMol) NNMG wurden in 10 ml Pufferlésung von pH
5,5 5 Tage bei 37° gehalten. Die Trennung des Reak-
tionsgemischs erfolgte an Dowex 50 (wie oben), Frak-
tionen zu 10 ml, H,O 1-20, 2-n. HCI 21 ff.: Fr. 2—-13
Nitroguanidin und 1-Nitro-3-methylguanidin, 23 —33
Guanosin und Xanthin, 35 — 55 Guanin.

20 mg (0,07 mMol) Guanosin in 5,2 ml Pufferlésung
von pH 5,5 wurden bei Zimmertemperatur der waBri-
gen Losung von 104 mg (0,70 mMol) NNMG ausge-
setzt.

Diinnschichtchromatographie

Substanz  R;-Wert an MN 400/S1  S4 DEAE/S5
Reaktionslosung 0,03 0,17 0,01
Xanthosin 0,03 0,17 0,01

Guanosinmonophosphat: 8 mg (0,022 mMol) Guano-
sinmonophosphat wurden in 10 ml Puffergemisch vom
pH 5,5 mit 40 mg (0,27 mMol) NNMG umgesetzt und
5 Tage a) bei Zimmertemperatur, b) bei 37 °C gehal-
ten. Auftrag der Reaktionsprodukte an einer Sdule von
Dowex 50 WX12 (200 —400 mesh, H®/2-n. HCl, 2-7
cm) und Priifung bei 260 nm: a) Fr. 48 —58 flacher
und b) Fr. 44 —59 deutlicher Absorptionspeak von
7-Methylguanin.

12 A. F. McKay, J. Amer. chem. Soc. 71, 1967 [1949].

Einwirkung von “C-Methyl-NNMG auf
Nucleobasen bzw. Nucleinsduren

Darstellung von “C-Methyl-NNMG (in Anlehnung
an die Vorschrift von McKay *?): 2 mc 14C-Methylamin-
hydrochlorid (spez. Aktivitit ca. 30 mc/mMol) geldst
in Athanol, wurden unter Eiskiihlung mit einigen Trop-
fen konz. NNMG-L6sung versetzt. 40 mg (1,3 mMol)
Methylamin wurden als 40-proz. methanolische Losung
zugetropft und dazu soviel festes NNMG zugegeben,
daB sich insgesamt 250 mg (1,7 mMol) davon im Reak-
tionsgefdl befanden. Nach Beendigung der Gasentwick-
lung sind die Kristalle von 1-Nitro-3-methyl-guanidin
abfiltriert worden. Die Substanz wurde in einem klei-
nen Erlenmeyer-Kolben in 0,18 ml HNOg (d =
1,42) aufgelost. Die Losung ist dann mit 0,8 ml HyO
verdiinnt worden. Unter stindigem Riihren wurden
80 mg (1,16 mMol) NaNO,, gelost in 0,12ml H,O,
in 5 Min. zugegeben. Nach 20 Min. langem Riihren
sind die gelben Kristalle des *C-Methyl-NNMG abfil-
triert worden (spez. Aktivitidt 2 mc/mMol).

Umsetzung der Nucleobasen bzw. der Nucleinsduren
mit 4C-Methyl NNMG: Als Reaktionslosung diente
Phosphat-Citrat-Puffer von pH 6. 1 mg Base (Adenin
oder Cytosin) bzw. 1 mg Nucleinsdure (Poly-A, Poly-C,
Poly-UG) und 0,3 —1,0 mg *¥C-Methyl-NNMG in 1 ml
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Pufferlssung wurden 24 —48 Stdn. bei 37 °C geschiit-
telt. Die Nucleinsduren wurden ungeféhr 10 Stdn. lang
durch Dialyse gegen deion. Wasser gereinigt. Darauf
wurden Poly-A und Poly-UG mit 1-n. HCI bei 100°
2 Stdn., Poly-C mit 20-proz. HCI im zugeschmolzenen
Rohr bei 120° 2 Stdn. hydrolysiert.

Identifizierung der Methylierungsprodukte: Die
Identifizierung auf den Diinnschichtplatten wurde durch
Co-Chromatographie mit Vergleichssubstanzen verschie-
dener Herkunft an MN 400 in mehreren Laufmitteln
vorgenommen. Die bei 254 nm loschenden Substanz-
flecken wurden ausgekratzt und nach Rechromatogra-
phie in einem anderen Laufmitte]l die Radioaktivitat
mit 7 ml Dioxan-Szintillator in einem Packard-Scintilla-
tion-Spectrometer gemessen.

Substanz Rp-Werte und Aktivitdt in IpM
S2 S3 S10
Guanin 0,14 0,46 0,09
7-Methyl- 0,19 0,64 0,17
guanin 9,1 +0,8 9,6 + 0,9 7,3 +0,8

Tab. 3. Methylierungsprodukt nach Behandlung von Poly-UG
(Bedingungen wie Tab. 1).

Substanz Rs-Werte und Aktivitat in IpM
S1 S2 S3*  S10
Cytosin 0,20 0,39 0,70 0,24
3-Methyl- 0,26 0,55 0,77 0,42
cytosin 382 36,1 +- 1,2 29,5 4+ 1,1
474 +1,2
1-Methyl- 0,15 0,64 0,84 0,50
cytosin 644 8,3 4+0,9 43,2 4+ 1,2
7,3 40,6
1-Nitro-3- 0,60 0,78 0,70 0,58
methyl-
guanidin

* System S 3 diente zur Vortrennung, Rechromatographie in
den iibrigen Systemen.

Tab. 4. Methylierungsprodukte nach Behandlung von Cytosin
(Bedingungen wie Tab. 1).

Substanz Rp-Werte und Aktivitdt in IpM
S1 S2 S3 S10
Cytosin 0,20 0,38 0,70 0,24
1-Methyl- 0,15 0,64 0,84 0,49
cytosin 19,8 +1,0 27,8 +0,4 92,7 40,8 53,4 + 0,8

Tab. 5. Methylierungsprodukt nach Behandlung von Poly-C
(Bedingungen wie Tab. 1).

13 C. H. DEckEr, J. Amer. chem. Soc. 87, 4027 [1965].
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Ergebnisse und Diskussion
Derivate des Adenins

Wird Adenin bei pH 5,5 bei Zimmertemperatur
und bei 80° mit NNMG bis zur Entfirbung des
Mutagens umgesetzt, so lassen sich nach sdulenchro-
matographischer Trennung 1-Methyladenin und
3-Methyladenin isolieren. Der Nachweis erfolgte durch
die UV-Maxima bei 261 nm bzw. 273 nm und durch
Diinnschichtchromatographie in 2 Systemen. Nach
einer Umsetzung des Adenosins bei Zimmertempe-
ratur und 37° mit NNMG wurde nach Auftrennung
nach dem Verfahren von Decker 3 1-Methyladeno-
sin durch das UV-Maximum bei 259 nm und mas-
senspektrometrisch durch die Massenzahl 149 nach-
gewiesen. Inosin konnte diinnschichtchromatogra-
phisch identifiziert werden. Nach Hydrolyse wurden
Hypoxanthin und 1-Methyladenin sowohl diinn-
schichtchromatographisch in zwei Laufmitteln als
auch durch die UV-Maxima bei 248 nm bzw. 260 nm
nachgewiesen. Aus Adenosinmonophosphat war
Hypoxanthin mit ca. 1% Ausbeute zu erhalten. Bei
der Umsetzung von Adenin mit '*C-Methyl NNMG
konnten neben 1-Methyladenin und 3-Methyladenin
auch N®-Methyladenin durch Co-Chromatographie
mit Vergleichssubstanzen und Messung der Radio-
aktivitdt nachgewiesen werden (Tab.1). Diese Ver-
bindungen traten unter gleichen Reaktionsbedingun-
gen auch bei einer entsprechenden Umsetzung mit
Polyadenylsaure auf (Tab. 2). 3-Methyladenin wurde
kiirzlich auch von Lawiey !* in NNMG-behandelter
DNS nachgewiesen.

Derivate des Guanins

Nach der Umsetzung des Guanins mit NNMG
sowohl bei 80° als auch bei Zimmertemperatur
wurde Xanthin dunnschichtchromatographisch und
durch das UV-Spektrum identifiziert. Aus Guanosin
konnte nach entsprechender Reaktion bei Zimmer-
temperatur bzw. 37° und bei pH 5,5 Xanthosin mit
Hilfe der Diinnschichtchromatographie nachgewiesen
werden. 7-Methylguanosin gab sich durch helle Fluo-
reszenz im UV-Licht bei 254 nm auf der Diinnschicht-
platte zu erkennen, und die Fluoreszenz lief} sich im
Gegensatz zu der des Guanosins durch Ammoniak-
ddmpfe nicht 16schen. Nach Hydrolyse und Tren-
nung an Dowex 50 wurden auBerdem Xanthin und
7-Methylguanin gefunden. 7-Methylguanin liel sich

14 P. D. Lawrey, Nature [London] 218, 580 [1968].
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Ausgangssubstanz (Reaktionspartner Reaktionsprodukte

des NNMG)

Derivate des Adenins

Adenin, Adenosin, Adenosinmono-
phosphat, Polyadenylsiure
Adenin, Adenosin, Adenosinmono-
monophosphat, Polyadenylsiure
Adenin, Polyadenylsiure

Adenin, Adenosin, Adenosinmono-
phosphat

1-Methyladenin

3-Methyladenin
N6-Methyladenin

Hypoxanthin

Derivate des Guanins

Guanosin, Guanosinmonophosphat,
Polyuridylguanylsiure

Guanin, Guanosin

7-Methylguanin
Xanthin
Derivate des Cytosins
Cytosin, Polycytidylsdure
Cytosin

1-Methylcytosin
3-Methylcytosin

Tab. 6. Umsetzungsprodukte der Nucleobasen und ihrer Deri-
vate mit NNMG.

auch nach einer Reaktion von Guanosinmonophos-
phat mit NNMG nach Hydrolyse und Trennung iiber
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zu erwigen. Das NNMG-Molekiil bietet Hydroxyl-
ionen zwei Angriffspunkte, am N-Atom der Nitroso-
gruppe (1) und am Guanidin-C-Atom (2). Die eine
Reaktion (1), fiir die auch ein elektrophiler Angriff
eines H® am N! in Frage kommt, fiihrt zu 1-Nitro-
3-methyl-guanidin und salpetriger Sdure bzw. Ni-
trit, wie sich beim Stehenlassen in Losung zeigt. Die
zweite Reaktion (2) bedingt die Bildung des methy-
lierenden Agens, das vermutlich iiber ein Methyl-
nitrosamin, Methyldiazohydroxyd bzw. Methyl-
diazotat entsteht. Die Bildung des nicht fallbaren
Nitroharnstoffs ist aus dem Nitroguanylrest herzu-
leiten, der seinerseits Nitroguanylierungen an den
Nucleobasen vornehmen konnte. Entstandener Nitro-
harnstoff kann sich entweder selbst mit NNMG so-
fort umsetzen, wie in Versuchen festgestellt werden
konnte, oder in Form seiner Hydrolyseprodukte.
Hierbei entsteht vermutlich das von uns nachgewie-
sene Nitroguanidin.

Dowex 50 erhalten. Mit Hilfe von 4C-Methyl- NNMG el'?
wurde 7-Methylguanin aus Polyuridylguanylsdure o Q\l)&
nach Dialyse, Hydrolyse und Chromatographie ge- 3 A=t B A vor s
funden (Tab. 3). 7-Methylguanin ist in jliingster Zeit O7N—N“?_u\ _'OZN_T_CI_N\ +HPI0—N=0
von Lawiey in der DNS nach Behandlung mit NHy  CH I :‘_31““? CHy -
NNMG festgestellt worden 4. Ein Nachweis dieser i il
Verbindung in vivo gelang Crappock 3. H
10° H® &,
: ; i #is N=0 N= N—DI°H®
Derivate des Cytosins 02N—N=b.(;:—ﬁb7/ L +[HN< q-_—‘Nf (o] ]
Im Gegensatz zu den Ergebnissen mit Purinbasen NHp  CHa H NH CHa 3
lieB sich nach einer Reaktion bei pH 5,5 mit NNMG Nitohertiont  Mestiynitros—  Metiyldiazo—
amin hydroxyd bzw.

sowohl bei Cytosin als auch bei Cytidin weder bei
Zimmertemperatur noch bei 80° das erwartete Des-

Methyldiazotat
(21)

aminierungsprodukt Uracil nachweisen. Dies stimmt
mit Ergebnissen unserer Untersuchungen des Ein-
flusses von NNMG auf die Matrizenaktivitat der
Homopolyribonucleotide iiberein!. 1-Methylcytosin
und 3-Methylcytosin liefen sich in einem Reaktions-
gemisch von Cytosin mit !4C-Methyl-NNMG bei
pH 6 und 37° durch Co-Chromatographie nachwei-
sen (Tab.4). Im Hydrolysat der umgesetzten Poly-
cytidylsaure konnte auf die gleiche Weise 1-Methyl-
cytosin identifiziert werden (Tab.5).

Zum Reaktionsmechanismus

Fir die Methylierungs- und Desaminierungsreak-

tion des NNMG sind hauptséchlich zwei Reaktionen

15 V. M. Crappock, Biochem. J. 106, 921 [1968].
16 P, Emmevor, I. J. Mizranr u. E. Kriek, Nature [London]
193, 1158 [1962].

H'°|§—N=N—CH3°/),2,, N=R—CH; —= Ny +9CHy
20

f

O=N—NH—CH; " N=R—CH, (22)

Die Bildung eines Methyldiazohydroxyds nehmen
EmumEvor et al. 16 als Zwischenprodukt bei der Methy-
lierung durch N-Nitroso-N-methylurethan an (2,2).
Monomethylnitrosamin koénnte dabei intermedidr
auftreten. Ein Reaktionsmechanismus fir NNMG
iber Diazomethan ist nach unseren Versuchen bei
pH 5,5—6,0 wenig wahrscheinlich, da sich Diazo-
methan lediglich bei pH 13 und 14 nachweisen 148t.
Es ist allerdings von MEeErweIN 17 eine alkoholyti-
sche Spaltung von N-Nitroso-N-methylurethan be-
kannt, bei der unter neutralen Bedingungen ,,naszie-

17 Patent der Schering-Kahlbaum AG, Erfinder H. MeerwEIN,
C. 1933 111758 [1933].
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rendes Diazomethan“ mit Aldehyden und Ketonen
reagieren soll. Henry !® wies aber daraufhin, daf}
bei NNMG unter den von McKay gewahlten Ver-
suchsbedingungen, einer Umsetzung in walriger
Kalilauge 1%, die Bildung von N-Methyl-anilin iiber
einen Diazomethanmechanismus nicht erklart wer-
den konne. Nach Versuchen von Kriex und Emme-
Lot 2° werden Nucleinsduren auch durch ein Gemisch
von Methylamin und salpetriger Sdure bei pH 4,0
methyliert. In diesem Reaktionsgemisch wird nach
AvusTiN 2! {iber das Methyldiazoniumion ein Methyl-
kation freigesetzt, das die Nucleobasen methyliert.
Vermutlich trifft daher vor allem im sauren und neu-
tralen Bereich fiir NNMG Reaktion 2,2a zu. Hier ent-
steht das Methyldiazoniumion, das unter Stickstofi-
abspaltung das elektrophile Methylkation freisetzen
konnte. Durch jiingste Untersuchungen von Lisinsky,
Loo und Ross??> mit C2H;-Dimethylnitrosamin an
Ratten scheint diese Hypothese gestiitzt zu werden.
Sie zeigten, daBl eine Methylierung zu 7-Methyl-
guanin uber Diazomethan fiir dieses Nitrosamin
nicht in Frage kommt.

18 R. A. Henry, J. Amer. chem. Soc. 72, 3287 [1950).

19 A, F. McKay, J. Amer. chem. Soc. 70, 1974 [1948].

20 E. Kriek u. P. Emmerot, Biochim. biophysica Acta [Amster-
dam] 91, 59 [1964].

21 A. T. Austin, Nature [London] 188, 1086 [1960].

22 W. Luinsky, J. Loo u. A. E. Ross, Nature [London] 218,
1174 [1968].

WIRKUNGSMECHANISMUS BEI DER MUTATIONSAUSLOSUNG

Nach unseren Ergebnissen scheint fiir die Muta-
tionsauslésung durch NNMG eine Methylierung in
der Zelle nicht allein auf Grund einer einfachen Re-
aktion von NNMG mit den Nucleobasen vorzuliegen.
Offensichtlich sind am Mechanismus der Methylie-
rung Sulfhydryl-Verbindungen beteiligt, da in Ge-
genwart von SH-Verbindungen eine erhebliche Be-
schleunigung der Methylierungsreaktion beobachtet
werden konnte 23 24,

Die Nitroguanylierung spielt wahrscheinlich bei
der Mutationsauslosung auch eine gewisse Rolle.

In diesem Zusammenhang ist erwdhnenswert, daf}
wir bei der Umsetzung von Phenol mit NNMG O-
Phenylisonitroharnstoff und entsprechend aus p-Kre-
sol O-p-Kresyl-isonitroharnstoff erhalten haben 5.

Dem Fonds der Chemischen Industrie und der Deut-
schen Forschungsgemeinschaft danken wir fir Unter-
stiitzung der Arbeit, Herrn Dr. J. Heiss und Herrn
K. P. ZeiLer (Tiibingen) danken wir fiir Aufnahme
und Interpretation von Massenspektren.

23 R. Stssmute u. F. Lincens, Naturwissenschaften 55, 85
[1968].

24 R. Sissmute u. F. Lincens, Veroffentlichung in Vorberei-
tung.

25 F. Lincens u. J. Rau, unveroffentlicht.
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