Die hier vorgestellten Verfahren ermdglichen es also, Or-
ganometallverbindungen in inversen Micellen an Protein-
oberflichen zu adsorbieren oder kovalent zu binden. Dies
kann bei der Entwicklung von Elektronenrelais und neuen
Katalysatoren Anwendung finden. Die Organometallverbin-
dungen kénnen als Schwermetallsonden in der Elektronen-
spektroskopie dienen, und die Konjugate kdnnen in vielen
anderen Bereichen der metallorganischen Biochemie einge-
setzt werden.

Experimentelles

GO (f-p-Glucose:Sauerstoff-1-Oxidoreductase, EC 1.1.3.4) aus Aspergillus
niger und BSA wurden von Boehringer bzw. Serva bezogen, Dicyclohexylcar-
bodiimid und N-Hydroxysuccinimid von Merck bzw. Sigma, AOT von Serva,
Ferrocen von Reakhim. Fc-COOH wurde wie beschrieben hergestellt [15]. Cy-
clovoltammogramme wurden mit einem Potentiostat-P-3827 M mit einem XY-
Schreiber aufgenommen. Es wurde eine Standard-Dreielektroden-Zelle mit ei-
ner Ag/AgCl-Referenz- und einer Pt-Hilfselektrode sowie Pyrographit-Platten
(ca. 1 cm?) als Arbeitselektrode verwendet. Letztere wurden vor jeder elektro-
chemischen Messung mit feingekdrntem Al,O,-Pulver gereinigt. Die 2 mL-Zel-
le wurde mit Wasser Gber einen 2290-Multitemp-Thermostaten (LK B) thermo-
statiert. Die Messungen wurden bei pH 6.0 (0.1 M Phosphat-Puffer) unter
aeroben Bedingungen durchgefiihrt. Alle Potentiale sind gegen Ag/AgCl ge-
messen.

GO/Fc-COOH-Konjugat: 30 mg GO, gelost in 6 mL Borat-Puffer (0.05 M,
pH 9.0) wurden in 50 mL n-Octan, welches 6.67 g (0.015 mol) AOT enthielt,
solubilisiert. Aktivierung der Ferrocen-Carboxygruppen: 6.3 mg (0.027 mmol)
Fc-COOH, 6.3 mg (0.030 mmol) DCC und 3.7 mg (0.027 mmol) N-Hydrox-
ysuccinimid wurden in 0.25 ml. Acetonitril geldst (wegen einer moglichen Phas-
entrennung sollten grofere Mengen Acetonitril vermieden werden). Die L6-
sung wurde 30 min bei 5°C und 1 h bei Raumtemperatur gehalten und dann zu
dem in der inversen Micelle von AOT in n-Octan solubilisierten Enzym gegeben.
Die resultierende pseudohomogene Lsung wurde 24 h bei 20°C und 1 h bei
5°C gehalten. Um die mit Ferrocen modifizierte GO zu féllen, wurden 100 mL
kaltes Aceton zugegeben. Die Praparation wurde zentrifugiert, mit kaltem Ace-
ton gewaschen, um mdgliche Verunreinigungen mit Fc-COOH zu entfernen,
und anschlieBend im Vakuum getrocknet.

BSA/Ferrocen-Adsorbat: 8.4 mg BSA wurden in 1.2 mL Borat-Puffer gelost
und in 6 mL n-Octan, welches 1.66 g (0.0038 mol) AOT enthielt, solubilisiert.
1.4 mg (0.0075 mmol) Ferrocen in 0.6 mL n-Octan wurden zu der Micellen-L6-
sung zugegeben und die Reaktionslosung wie oben beschrieben aufgearbeitet
(zur Fillung der Priparation wurden 18 mL Aceton verwendet).
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Carbonylmetallcluster-modifizierte Ostradiole
als Suizid-Substrate zur Untersuchung von
Rezeptorproteinen: Anwendung beim
Ostradiol-Rezeptor **

Von Anne Vessieres, Siden Top, Colette Vaillant,
Domenico Osella, Jean-Paul Mornon und Gérard Jaouen*

Die Wirkung eines Hormons wird durch dessen Bindung
an einen Rezeptor ausgeldst; der zugrundeliegende Mecha-
nismus ist allerdings noch weithin unbekannt!!. Ein Ansatz
zur Identifizierung der fiir die Hormon-Rezeptor-Bindung
verantwortlichen Aminoséurereste ist die Affinitdtsmarkie-
rung, d.h. der Einsatz molekularer Sonden, die die Bin-
dungsstelle erkennen und sich an dieser irreversibel anla-
gern!'). Die Komplexierung an Metalle dndert die Eigen-
schaften organischer Verbindungen drastisch. Es werden so
Reaktionen moglich, die mit herkdmmlichen Verfahren nur
schwer oder iiberhaupt nicht ausgefiihrt werden kénnen!?l,
Auf biochemische Fragestellungen iibertragen, kénnte dies
bedeuten, daB man durch Komplexierung mit Ubergangs-
metall-Komplexfragmenten die Eigenschaften von Bioligan-
den so verdndern kann, dal3 daraus weitere Schltisse auf den
Mechanismus der Substraterkennung gezogen werden kon-
nen.

Untersuchungen am Ostradiol-Rezeptor legen eine acide
Bindungsstelle nahe, die auch eine SH-Gruppe enthalten
konntel!, Es konnte auBerdem gezeigt werden, daB Hydroxy-
gruppen an C-3 und C-17 des Ostradiols fiir eine effektive
Substraterkennung notwendig sind'!. Dagegen spielen rela-
tiv grofBe Substituenten in der 17a-Position fiir die Substrat-
erkennung nur eine untergeordnete Rolle™]. Wir haben uns
daher zundchst der Synthese der metallorganischen Hor-
monderivate 15 zugewandt, mit dem Ziel, Ostradiol kova-
lent an seinen Rezeptor zu binden. Dabei wollten wir uns
zunutze machen, daf} sich Alkohole leicht in die korrespon-
dierenden Carbenium-Ionen umwandeln lassen, wenn sie am
C-Atom der OH-Gruppe durch eine metallorganische Grup-
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pierung stabilisiert sind. Verbindungen dieser Art sind daher
hiufig auch starke Alkylierungsmittel(®],

Die Synthese von 1 und 2 ist bereits beschrieben!6!, Die
dreikernigen Os- und Ru-Komplexe 3 bzw. 4 wurden durch
Reaktion von Ethinyldstradiol mit den aktivierten Clustern
[M;(CO),,(MeCN),] (M = Os bzw. Ru) erhalten. Ihre
Acetylen-Protonen weisen eine charakteristische chemische
Verschiebung von & = 8.98 bzw. § = 8.33 auf. Erhitzt man
direkt [Ru,(CO),,] mit Ethinyl6stradiol in Benzol, so erhélt
man den Hydridokomplex 5. Die Wanderung des Acetylen-
Protons zum Clustergeriist folgt aus der Hochfeldlage des
'H-NMR-Signals bei § = — 20.45.

1, R = Me, [M] = [Co,(CO)4]

2, R = Me, [M] = [Mo,Cp,(CO),]
3, R=H , [M]=[0s,(CO),,]

4 R=H , [M] = [Ruy(CO), ]

5, kein R, [M] = [Ru,(CO),H]

Die relativen Affinititen (,,Relative Binding Affinities*,
RBA) dieser Verbindungen zum Ostradiol-Rezeptor wurden
bestimmt und sind in Tabelle 1 zusammengefa3t. Der Mo-
lybdinkomplex 2 zeigt eine starke Affinitit zum Ostradiol-
Rezeptor (RBA 33 %), wihrend der zweikernige Cobalt-
komplex 1 immer noch eine gute, aber schwiichere Affinitit
aufweist (RBA 18%). Selbst die Affinitit des dreikernigen
Rutheniumkomplexes 4 ist noch akzeptabel (RBA 8 %). Die
iibrigen untersuchten dreikernigen Komplexe dagegen zei-
gen eine deutlich verminderte Affinitdt (RBA ca. 2%). Ein
Vergleich der RBA-Werte dieser Komplexe zeigt, daB die
Affinitdt schwicher wird, wenn die sterische Hinderung an
der 17a-Position zunimmt.

Tabelle 1. RBA des Ostradiol-Rezeptors sowie Desaktivierung des Rezeptors in
Gegenwart der metallorganischen Hormonderivate 1-5.

Verb. RBA [%] [a] Desaktivierung [%] {b]
1 18 80
2 33 22
3 2.5 65
4 8 68
5 2.6 62

[a] Die Affinitit zum Ostradiol-Rezeptor wurde in Konkurrenzexperimenten
(Competition Radioreceptor Binding Assay) mit Zellextrakten vom Uterus des
Lamms, die nach der in [14] beschriebenen Methode hergestellt wurden, und
mit [*H]Ostradiol als Marker ermittelt [7]. {b] Die Desaktivierung des Ostra-
diol-Rezeptors durch 1-5 wurde durch Inkubation von Zellextrakten vom
Uterus des Lamms (0.3 nmol) mit 10 nmol des Hormonderivats bestimmt.
Nicht gebundenes Hormonderivat wurde durch Behandlung mit Aktivkohie/
Dextran entfernt. Der verbleibende Anteil an reversibel gebundenem Hormon-
derivat wurde nach Austausch mit 10 nmol [*HjOstradiol (16—20h, 20°C)
durch einen Protaminsuifat-Féallungs-Assay bestimmt.

Im AnschluB an diese Untersuchungen gingen wir mit
Rezeptor-Desaktivierungsversuchen der Frage nach, ob es
moglich ist, kovalente Bindungen zwischen Hormonderivat
und Rezeptor zu kniipfen. Aufgrund der in Tabelle 1 aufge-
fiithrten Ergebnisse lassen sich die Komplexe in drei Katego-
rien einordnen: Die erste enthdlt den Cobaltkomplex 1, der
eine starke Desaktivierung des Ostradiol-Rezeptors (80 %)
verursacht, die zweite beinhaltet die dreikernigen Osmium-
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und Rutheniumkomplexe 3 bzw. 4 und 5, die alle eine
maBige desaktivierende Wirkung (65%) zeigen, und in der
dritten findet sich der Molybddnkomplex 2, der nur eine
schwache Desaktivierung des Rezeptors bewirkt. Diese er-
sten Untersuchungen an Uteruspriaparaten kénnen dahinge-
hend interpretiert werden, daB die OH-Gruppe in 178-Stel-
lung des mit dem metallorganischen Komplexfragment
markierten Hormons an der Bindungsstelle des Ostradiol-
Rezeptors selektiv aktiviert wird. Dies konnte durch eine
Reaktion mit einer aciden Gruppe, die ein Carbenium-Ilon-
artiges, reaktives Intermediat erzeugt, hervorgerufen wer-
den. Im Idealfall sollte sich ein Nucleophil in ndchster Nihe
der aciden Gruppe befinden, so daB ein sofortige Reaktion
mit dem kurzlebigen Elektrophil stattfinden kann.

Die Carbenium-Ion-Analoga dieser Hormonderivate
konnen in Gegenwart von Sduren erhalten werden. Ihre
pKy:-Werte wurden mit H,SO, in einer 50:50-Mischung aus
MeCN und H,O unter Verwendung geeigneter Koeffizienten
nach der Methode von Deno et al.!® bestimmt. Aufgrund
der begrenzten Stabilitit der dreikernigen Hormonkomplexe
in Loésung sowie ‘der zusitzlichen Komplikation eines
Gleichgewichts zwischen Alkohol, Carbenium-Ion und Eli-
minierungsprodukt!® wurden die Messungen an den Mo-
dellverbindungen 6—9 vorgenommen (Tabelle 2). Die Kom-

HC=C—-CH,OH

M]
6, [M] = [Co,(CO)4},
8, [M] = [0s,(CO), ).

7, M} = [Mo,Cp,(C0O),]
9, M} = [Ru,(CO),,]

Tabelle 2. pKy.-Werte fiir die Modellverbindungen 69 [a].

Verb. 6 8 9 7
Ky —5.5[b] 3.4 14 +3[b]

[a] Die pKy.-Werte der Alkohole wurde in wiBriger H,SO,/MeCN-Losung
nach der Methode von Deno et al. [8] spektroskopisch bestimmt. Die 5 entspre-
chende Modellverbindung konnte nicht synthetisiert werden. {b] Wert aus Lit.
[9¢].

plexe 6, 8 und 9 haben alle negative pKy.-Werte, sind also
hochreaktive Carbokationen, wihrend die Dimolybdénver-
bindung 7 mit ihrem positiven pKy.-Wert auch hier aus der
Reihe fillt und relativ stabil gegeniiber einem nucleophilen
Angriff sein sollte. Dieses Verhalten korrespondiert mit der
relativen Desaktivierung durch die markierten Hormone
(Tabelle 1). Der zur Bildung des Carbenium-Ions postulierte
acide Charakter der Bindungsstelle des Rezeptors konnte
durch Brenstedt- oder Lewis-Sduren, in diesem Falle koordi-
nierte, zweifach positiv geladene Metall-Tonen, hervorgeru-
fen werden!'°!. Erste Ergebnisse zeigen, daB die Modellver-
bindung 2-Ferrocenylethanol mit Methylcysteinat nicht nur
in Gegenwart von CF;COOH kuppelt, sondern auch, wenn
nur Zn?* oder Mg?* vorhanden sind!'!), Die Reaktion er-
folgt ausschlieBlich am Schwefelatom; das Stickstoffatom
wird nicht angegriffen. Interessanterweise deuten neuere Un-
tersuchungen auf das Vorhandensein von Metall-Dikationen
im Bereich der Ostradiol-Bindungsstelle hin!*2.. Dariiber
hinaus zeigen Desaktivierungsuntersuchungen mit MMTS
(Methylmethanthiosulfat), einem hochspezifischen Reagens
fiir die SH-Gruppe*?!, daB der Ostradiol-Rezeptor dabei zu
90 % desaktiviert wird. Dieses Ergebnis deutet darauf hin,
daB die metallorganisch markierten Hormone Cystein-spezi-
fische Reagentien sind.

Um das Auftreten einer kovalenten Bindung zwischen den
metallorganischen Hormonderivaten und dem Ostradiol-
Rezeptor zu belegen, wurde der Komplex 1 in zwei radioakti-
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ven Formen synthetisiert: ,,[*H]J1* ist an den 2- und 4-
Positionen tritilert und weist eine spezifische Aktivi-
tit von 1.26 TBqmmol™! (34.2 Cimmol™!) auf, [**C]1
mit einer spezifischen Aktivitit von 500 GBqmmol ™!
(135 mCimmol 1) ist mit *CO an der Clustereinheit mar-
kiert. Unter Bedingungen, die geeignet sind, mit *H radioak-
tiv markiertes Ostradiol von der Bindungsstelle zu entfernen
(z.B. durch 30miniitige Einwirkung von Dextran-beschichte-
ter Aktivkohle bei 37 °C), blieben [*H]1 und [**C]1 an den
Rezeptor gebunden. Es handelt sich hier also tatsdchlich um
eine irreversible Bindung zwischen dem Ostradiol-Rezeptor
und dem metallorganischen Hormonderivat. Die Ergebnisse
der Untersuchungen mit ['*C]l zeigen auBerdem, daB die
Carbonylcluster-Einheit bei der irreversiblen Bindung des
metallorganischen Hormonderivats an den Rezeptor nicht
abgespalten wird.

Weitere Untersuchungen iiber die exakte Lage dieses spe-
zifischen Cysteinrests im Rezeptor unter Beibehaltung der
Strategie der Affinitdtsmarkierung, allerdings mit noch volu-
minéseren Clustereinheiten sind notwendig. Vor kurzem
wurde die komplette komplementire DNA-Sequenz des
Ostradiol-Rezeptors von Mensch!! %!, Maus, Ratte, Xenopus
(afrik. Wasserfroschart) und Regenbogenforelle geklont, se-
quenziert und ihre Homologie diskutiert!!!. Im Bereich der
Hormonbindungsstelle des Ostradiol-Rezeptors des Men-
schen (hER)!'3! finden sich in den Positionen 381, 417, 447
und 530 lediglich vier Cysteinreste (Cys). Die Sequenz vor
Cys447 ist bei allen Rezeptoren gleich (iibereinstimmende
Region: 451-471)I'%) auch die Sequenz nach Cys530
stimmt in allen bisher sequenzierten Ostradiol-Rezeptoren
weitgehend iiberein!!l. Diese Region wurde kiirzlich durch
gezielte Mutagenese als die Schliisselstelle fiir die Steroidbin-
dung identifiziert™® ™. Durch ,,Analyse mit hydrophoben
Clustern“ (Hydrophobic Cluster Analysis, HCA)!'8! erhal-
tene Ergebnisse deuten auBlerdem darauf hin, daB sich die
Lysin-Cystein-Lysin-Sequenz (529—531) am Rande der mut-
maBlichen Hormonbindungsstelle befindet!**. Die expo-
nierte Lage des starken Schwefelnucleophils Cys530 erklirt
die desaktivierende Wirkung der sperrigen Alkinyldstradiol-
Cluster 1-5. Zwei unabhingige auf Radiosequenzierungen
von Peptidfragmenten und selektiver Spaltung in Peptiden
basierende Untersuchungen deuten ebenfalls auf eine Beteili-
gung der Region um Cys530 bei der Bindung von Ostradiol
hin!201,

Experimentelles

4: Zu einer Losung von [Ru,(CO),,] (100 mg, 0.16 mmol) in 10 mL CH,Cl,
und 3 mL CH,CN wurde bei 0 °C eine Lsung von Me,NO (26 mg, 0.35 mmol)
in 7 mL CH,Cl, innerhalb von 15 min getropft. Die Losung wurde eine Stunde
geriihrt, iber Kieselgel filtriert und das Filtrat zur Trockne eingeengt. Der
Riickstand, oranges [Ru;(CO),,(MeCN),], warde dann in 20 mL THF aufge-
nommen, und Ethinyldstradiol (46 mg, 0.16 mmol) wurde als Feststoff zugege-
ben. Die resultierende tieforange Losung wurde eine Stunde lang geriihrt. Ent-
fernung des Losungsmittels und Diinnschichtchromatographie des Riickstands

an Kieselgel (Eluent: CH,Cl,/CH,CN/Pentan, 3:1:6) ergab leuchtend oranges ,

[Ru;(CO),,(Ethinyldstradiol)] in einer Ausbeute von 47%.

'H-NMR (250 MHz, CD,COCD3, 20°C): 8 =7.24 (d, H1), 6.71 (dd, H2), 6.68
(d. H4), 8.03 (s, O-H3), 4.30 (s, O-H17), 1.15 (s, Me-13), 8.33 (s, =CH); *3C-
NMR (62.87 MHz, CDCl,, 20°C):6 =153.4 (C3), 138.1 (C5), 132.2 (C10),
126.5 (C1), 115.2 (C4), 112.7 (C2), 85.5 (C17), 48.6 (C13), 15.1 (C18), 192.8
(C19),136.7(C20),197.7(CO); IR (Pentan): ¥ {cm ™ '] = 2096vw, 2059s, 2052w,
2029m, 2011m, 1884w (CO).

3 wurde auf dhnliche Weise aus [Os;(CO),,) in 63 % Ausbeute hergestellt.
'"H-NMR (250 MHz, CDCl,, 20°C): § =7.18 (d, H1), 6.65 (dd, H2), 6.56 (d,
H4), 6.67 (5, O-H3), 4.47 (s, 0-H17), 0.92 (s, Me-13), 8.98 (s, =CH); '*C-NMR
(62.87 MHz, CDCl,, 20°C): 6 =153.5 (C3), 138.1 (C5), 132.4 (C10), 126.5
(C1), 115.3 (C4), 112.8 (C2), 92.5 (C17), 47.8 (C13), 15.1 (C18), 169.3 (C19),
115.4 (C20), 174.5 (m, CO); IR (CH,Cl,):¥ [cm ™ '] = 2098w, 2059m, 2050m,
2022s, 2014s, 1845vw (CO).

Spektroskopische Daten von 5: 'H-NMR (250 MHz, CD,COCD,, 20°C):
6 =7.22 (d, H1), 6.73 (dd, H2), 6.62 (d, H4), 8.10 (s, O-H3), 4.80 (s, O-H17),
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1.01 (s, Me-13), ~ 20.45 (s, Ru-H); 13C-NMR (62.87 MHz, CDCl,, 20°C):
0 =153.9(C3), 138.1 (C5), 132.4 (C10), 126.5 (C1), 115.2 (C4), 112.7(C2), 90.7
(C17), 48.6 (C13), 15.0 (C18), 103.8 (C19), 162.9 (C20), 197.1 und 188.5 (s, s,
CO, 1:2). IR (CH,Cl,): % [em™ '] = 2096w, 2070s, 2050s, 2017s, 1986w (CO).
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Ionenselektive Hydrazon-Azin-Tautomerisierung
eines 14gliedrigen makrocyclischen Liganden**

Von Thomas W. Bell* und Andrew T. Papoulis

Verbriickte Pyridinliganden!!! einschlieBlich Toranden!®
sind vielseitige Komplexbildner fiir Metall-Tonen. Bei unse-
ren Untersuchungen zur Synthese pyrrolhaltiger Toranden
iiber die Piloty-Umlagerung von Azinen'® konnten wir den
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