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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neuartigen 14gliedrigen Azamakrocyclus 1 isolieren. Dieser
Ligand bindet Lithium und kleinere Erdalkalimetalle, wobei
sich dessen UV/VIS-Absorptionsspektrum stark verindert.
Ionenselektive optische Sensoren auf der Basis von Metall-
komplexierung sind fiir analytische Anwendungen von
groBem Interesse[*,

Der makrocyclische Ligand 1 wurde in zwei Stufen
aus 9-n-Butyl-2,3,7 8-tetrahydro-1H,6 H-acridin-4,5-dion 25!
hergestellt (Schema 1). Langsame Zugabe von 2 zu einem

T NN H* N7 H H N
N N N
1a 1b 1.2H"
’C/ \ci
A | RS
N N
N’N‘H H‘N’N N’NMEZ'N)‘
T 6 6\ N 3
2 ™ 7 7 = 2
1 8 1
4 1-Mg?*

Schema 1. a:Hydrazin, MeOH (55%); b:MeOH (82%); c:Dichlordicyan-
benzochinon (DDQ), Toluol (63%); d:Mg(NO,), : 6H,0, CH,CN (33 %).

groBen UberschuB von Hydrazin in heiBem Methanol ergab
einen gelben Niederschlag des (£,Z)-Dihydrazons 3. Durch
Kondensation dieses Dihydrazons 3 mit dem Diketon 2 in
heilem Methanol wurde der Makrocyclus 1 als gelboranger
Niederschlag erhalten. Unabhingig davon, wie die Edukte
zur Reaktion gebracht wurden, betrug die Ausbeute stets
zwischen 38—-47%. Stirkere Verdiinnung durch simultanes
Eintropfen von 2 und 3 in heiles Methanol erhohte die Aus-
beute auf 82%. Das 'H-NMR-Spektrum von 1 in CDCl,
deutete eher auf die recht ungewohnliche Bis(vinylhydra-
zon)-Struktur 1a als auf das erwartete Bis(azin)-Tautomer 1b
hin. Das Resonanzsignal der Vinylprotonen bei 6 = 6.0 und
die Tieffeldverschiebung der internen NH-Protonen
(6 =14.3) sind im Einklang mit intramolekularen Wasser-
stoffbriicken zu den transanularen Pyridin-Stickstoffato-
men. Die Zugabe von Trifluoressigsdure zu der CDCl;-L6-
sung fiihrt zum Komplex 1-2H™, wie am Verschwinden der
Resonanzsignale der Vinylprotonen und dem breiten Reso-
nanzsignal der aciden Protonen bei § =19 zu erkennen ist.
Wie die beiden Enamin-Fragmente in Struktur 1a nahelegen,
kann man mit DDQ zwei der Ringe in 1 selektiv aromatisie-
ren. Der so erhaltene Makrocyclus 4 enthdlt noch zwei in-
terne Wasserstoffatome (6 =17.6).

Beide 14gliedrigen Makrocyclen 1 und 4 haben vier der
sechs Stickstoffatome in der zur Koordination mit Metall-
Ionen erforderlichen Anordnung. Allerdings muf3 4 dafiir
entweder die beiden internen Protonen verlieren oder zur
Bis(azo)-Struktur tautomerisieren, wohingegen 1 durch
Tautomerisierung zur Bis(azin)-Struktur 1b Komplexe bil-
den kann. 1 reagiert mit Mg(NO,), in CH,CN zu

Angew. Chem. 104 (1992) Nr.6
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1-Mg(NO,),, welches als gelber Feststoff isoliert wurde.
Die C,-symmetrische Struktur wurde durch FAB-Massen-
spektrometrie, 'H-NMR-, *3C-NMR- und FT-IR-Spektro-
skopie bestitigt. Der Komplex 1-Mg(NQ,), hat allem
Anschein nach jedoch keine horizontale Spiegelebene, da das
'H-NMR-Spektrum zwei auf geminale Kopplung (J =
17 Hz) zuriickzufiihrende Multipletts fiir jeweils zwei Proto-
nen bei = 2.8 und 3.3 zeigt. Dies deutet darauf hin, daf3 1
im Komplex eine gestaffelte Konformation einnimmt, die
moglicherweise auf eine axiale Koordination von Mg>*
durch NO; auf nur einer Seite des Makrocyclus zuriickzu-
fiihren ist. Die Ring-Methylenprotonen von 1 sind daher
stereochemische Sonden, welche in den bereits beschriebe-
nen Komplexen des Bis(azin)-Makrocyclus 5 nicht vorhan-
den sindf6- 7,

Die Tautomerisierung von 1la zu 1b wihrend der Kom-
plexbildung fithrt zu drastischen Verdnderungen des UV/-
VIS-Spektrums des Liganden 1 (Abb. 1). Die signifikanteste
Verdnderung ist das Verschwinden der Absorptionsbande
bei A, 380 nm durch Komplexierung mit Mg?*. Die Spek-
tren in Abbildung 1 wurden durch Auflésen von 1 und
1-Mg(NO,), in CH,Cl, erhalten. Die gleichen spektrosko-

+0.75 1
+0.60 A

‘+0.LS-

+0.30 4

+0.15 4

———

500

N
1-MgINO,), ; \
300 400

A [nm] ——

Abb. 1. Uberlagerung der UV/VIS-Spektren von 1 und 1-Mg(NO,), in
CH,Cl,. Wellenldngen in nm, 4 = Absorption (willkiirliche Einheiten).

pischen Verinderungen wurden beobachtet, wenn festes
Mg(NQ,), - 6 H,0 zu einer CH,Cl,-Lésung von 1 gegeben
wurde. Um die Selektivitit des Liganden 1 bei der Extrak-
tion zu testen, wurden CH,Cl,-Lésungen von 1 mit Alkali-
metall- und Erdalkalimetallchloriden und -nitraten versetzt.
Die Komplexierung wurde iiber die Verinderung des Ver-
héltnisses der Absorptionen bei 380 und bei 265 nm (am
isosbestischen Punkt) verfolgt. Die Ergebnisse dieser Studie
{Abb. 2) zeigen, daB} der optische Effekt selektiv bei kleinen
Ionen mit hoher Ladungsdichte wie Li*, Mg?* und Ca?*
auftritt. Es ist unklar, warum sich die Nitrate und Chloride
gleicher Kationen unterschiedlich verhalten, jedoch kénnte
dies auf unterschiedliche Loslichkeit der Salze in CH,CIl,
zurlickzufiihren sein. Anionen beeinflussen auch die Stabili-
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Abb. 2. Spektroskopische Veriinderungen von 2.1 x 10~ M Losungen von 1in
CH,Cl,, welche fiir einen Tag Metallsalzen ausgesetzt waren. Extraktionseffi-
zienz E = [R(1) — R(beob)}/[R(L) — R(1 - Mg(NO,),)], wobei R = 450/ A1
m: Anion Cl™, O Anion NOj3 .

tdt von Kronenether-Komplexen und die Extrahierbarkeit
von Salzen aus der wiBrigen in die organische Phase!®!.

Ionenselektive optische Effekte wurden auch fiir den Bis-
(pyridyl)-Makrocyclus 6 beschrieben, welcher Lithiumchlo-
rid in CH,Cl, unter Entfirbung 15st’®!. In unpolaren Lo-
sungsmitteln existiert dieser Ligand in der intramolekular
iiber Wasserstoffbriicken gebundenen Form 6, worauf die
NH-Resonanzsignale im ‘H-NMR Spektrum bei § =15.0
hindeuten. Obwohl die Liganden 1,4,5 und 6 allesamt
14gliedrige ungesittigte Ringsysteme aufweisen, wird der fiir
{4n+2)-Annulene typische diamagnetische Ringstrom
durch die kreuzkonjugierten Pyridinringe verringert, wie es
auch fiir meta-kondensierte Benzannulene beobachtet wur-
del'% Die NH-Resonanzsignale in 1,4 und 6 erscheinen da-
her alle bei relativ niedrigem Feld. Erwdhnenswert ist auch,
daB die Ausbeute bei der Makrocyclisierung im Falle von 1
hoher ist als im Falle von 5. Der letztgenannte Makrocyclus
konnte iiber die Cyclisierung des Bis(diacetylpyridin)azins in
nur 7% Ausbeute erhalten werden, aus der Umsetzung von
2,6-Diacetylpyridin  mit 2,6-Diacetylpyridin(dihydrazon)
konnte {iberhaupt kein 5 isoliert werden!”. Thilgen und
Vogtle wiesen bereits darauf hin, daB iiber metallfreie ma-
krocyclische Bis(azine) nur wenig bekannt ist, offensichtlich
weil sich bei threr Herstellung stets nur Gleichgewichte ein-
stellen!! ), Die hohe Ausbeute bei der Makrocyclisierung zu
1 scheint daher zum Teil auf das Ausfallen des Produkts und
zum Teil auf eine kinetische Produktverteilung zuriickzufith-
ren zu sein. Verglichen mit 2,6-Diacetylpyridin ist 2 durch die
Acridingruppe offenbar fiir die Makrocyclisierung prior-
ganisiert, eine vorgegebene Konformation kann also uniibli-
che und niitzliche Effekte hervorbringen.

Experimentelles

3:Eine Lésung von 1.0 g (3.7 mmol) Diketon 2 [5] in 50 mL Methanol wurde
iber einen Zeitraum von 3.5 h zu einer kriftig geriihrten kochenden Losung
von 3.5mL (3.6 g, 110 mmol) trockenem Hydrazin in 50 mL Methanol ge-
tropft. Die gelbe Losung wurde unter Stickstoff 30 min unter RiickfluB erhitzt
und dann auf Raumtemperatur abgekihlt. Nach Entfernen des Methanols im
Vakuum wurden 100 mL Wasser zugegeben. Die wiBrige Losung wurde mit
3 x 50 mL CHCI, extrahiert, die vereinigten organischen Phasen iiber Na,SO,
getrocknet und das Ldsungsmittel eingeengt. Zugabe von Ethylacetat ergab
einen gelben Niederschlag, welcher nach mehrstiindigem Stehen bei 5°C iiber
eine Fritte abfiltriert wurde. Trocknen im Vakuum ergab 0.61 g (55%) 3 als
gelben Feststoff. Fp =175-192°C (Zers.).

TH-NMR (300 MHz, CDCL,): 6 = 0.96 (t, *J(H,H) = 6.6 Hz, 3H; CH,), 1.42
(m, 4 H; CH,CH,CH,), 1.96 (m, 4H; H2, H7), 2.53-2.64 (m, 6 H; H1, HS,
ArCH,nPr), 2.77 (m, 4H; H3, H6), 5.5 (s, 2H; (E)C=NNH,), 8.7 (br s, 2H;
(Z)YC=NNH,); '*C-NMR (75 MHz, CDCl,): 6 =149.0, 147.5, 145.9, 145.3,
135.8, 131.5, 130.4, 33.7, 30.7, 28.2, 26.5, 24.9, 23.6, 23.0, 22.9, 20.9, 13.7.
FT-IR (KBr): # {em™ "] = 3355 s (NH,), 3273 m (NH,), 3192 m (NH,), 2935 s
(CH), 2912 5 (CH), 2842 s (CH), 1634 m (C=N). MS (70 eV): m/z 299 (M *, 13),
211 (100%). — Korrekte C,H,N-Analyse.
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1: Lésungen von 50 mg (0.18 mmol) 2 und 55 mg (0.18 mmol} 3 in jeweils
30 mL Methanol wurden iiber einen Zeitraum von 5 h zu 20 mL kriftig geriihr-
tem kochendem Methanol getropft. Die Mischung wurde unter Stickstoff 14 h
unter RiickfluB erhitzt und dann auf Raumtemperatur abgekiihlt. Der entstan-
dene Niederschlag wurde nach der Filtration mehrmals mit Methanol gewa-
schen. Nach dem Trocknen an Luft wurden 80 mg (82%) 1 als gelber Feststoff
erhalten. Fp =190°C (Zers.).

H-NMR (300 MHz, CDCl,): é = 0.98 (t, *J(H,H) = 6.6 Hz, 6 H; CH;), 1.47
(m, 8H; CH,CH,CH;), 2.01 (m, 4H; H2), 2.50 (m, 4H, H7), 2.67
{t, 3J(H,H) = 7.2 Hz, 4H; ArCH,nPr), 2.78 (t, *J(H.H) = 6.3 Hz, 4H; H1),
2.82-2.91(m, 8 H; H3, HS), 5.9 (1, >J(H,H) = 4.8 Hz, 2H; H6), 14.28 (s, 2H;
NH); 13C-NMR (75 MHz, CDCl,): 6 =147.2,147.0, 144.8,137.1,135.6,132.6,
129.6, 99.0, 34.3, 31.1, 28.6, 26.9, 24.3, 23.2, 22.9, 21.7, 13.7. FT-IR (KBr):
¥[em™'] = 3178 s (NH), 2943 s (CH), 2849 s (CH), 1637 s (C=N). UV/VIS
(CH,CL): A, Jnml(e) = 380 (27000), 296 (19000), 278 (27000). FAB-MS
Xe*, 6-8kV): mfz 535 (M +1, 100%). Korrekte CH,N-Analyse fiir
C34H41Ne “(HyO)as-

4: Zu einer Lsung von 200 mg (0.37 mmol) 1in 300 mL Toluol wurden 170 mg
(0.75 mmol) DDQ gegeben. Diese Mischung wurde unter Stickstoff bei Raum-
temperatur einen Tag gerithrt und dann filtriert. Der Filtrationsriickstand wur-
de griindlich mit Toluol gewaschen, die Filtrate vereinigt und im Vakuum einge-
engt. Kristallisation aus Toluol ergab 125 mg (63 %) 4 als braunroten Feststoff.
Fp = 244-254°C (Zers.).

H-NMR (300 MHz, CDCly): § =1.00 (t, 3J(H,H) = 6.6 Hz, 6H; CH,), 1.55
(m, 8H; CH,CH,CH,;), 2.03 (m, 4H; H2), 2.79 (t, 3J(HH) = 6 Hz, 4H;
ArCH,nPr), 2.94 (m, 8H; H1, H3), 7.17 (d, *J(H,H) = 8.4 Hz, 2H; H§), 7.30
(m, 2H; H7), 7.47 (d, *J(H,H) =7.8 Hz, 2H; H8), 17.61 (s, 2H; NH). FT-IR
(KBr): #[em™!] = 3429 br (NH), 3060s (ArH), 2952s (CH), 2854 s (CH),
1603 s (C=N). FAB-MS (Xe", 6-8 kV): mjz 530 (M*, 100%). UV/VIS
(CH,Cl,): A, [nm] () = 266 (33000), 302 (16000), 358 (20000), 374 (22000),
404 (25000), 438 (13000), 464 (18000). Korrekte C,H,N-Analyse fiir
C34H3eNg(H;0).

1 Mg(NO,),: Zu einer Mischung aus 96 mg (0.37 mmol) Mg(NO,), - 6 H,O
und 50 mL Acetonitril wurden 200 mg (0.37 mmol) 1 gegeben. Die Mischung
wurde unter Stickstoff 15 min. unter Riickfluf} erhitzt, bis alles 1 geldst war, Die
dunkelgelbe Losung wurde dann auf Raumtemperatur abgekiihlt und am Rota-
tionsverdampfer eingeengt. Trocknen im Vakuum ergab 277 mg eines dunkel-
braunen, glasartigen Materials. Kristallisation aus Ethanol ergab 85 mg (33 %)
eines gelben Feststoffes. Fp =170°C (Zers.).

TH-NMR (600 MHz, CDCl;) [12]: & = 0.96 (t, *J(H.H) = 6.9 Hz, 6H; CH,),
1.40 (m, 4H; CH,CH,CH,), 1.45 (m, 4H; CH,CH,CH,), 1.94 (m, 2H; H7),
2.05 (m, 4H; H2), 2.26 (m, 4H; H3, H7), 2.63 (m, 4H; ArCH,nPr), 2.79 (ddd,
2J(H,H) =17.2 Hz, *J(H ,H) = 9.8 Hz, >J(H,H) = 4.9 Hz, 2H; H1), 2.94 (m,
10H; H1, H6, H8), 3.34 (ddd, *J(HH)=17.5Hz, 3J(H,H)=48Hz,
3J(H,H) = 4.8 Hz, 2H, H3); *3C-NMR (75 MHz, CDCl,): § =159.1, 157.6,
153.0, 144.6, 144.3, 139.1, 136.3, 33.6, 29.8, 28.5, 26.3, 25.2, 25.0, 23.1, 22.4,
20.3, 13.6. FT-IR (KBr): ¥ [em ™ '] = 3370 br (H,0), 2942 s (CH), 2860 s (CH),
1619 m (C=N). FAB-MS (Xe*, 6-8kV): m/z 620 (M-NO,, 100), 557
(M—HN,0Oq, 21.2%). UV/VIS (CH,Cl,): A, [nm] (g) =238 (25000), 296
(16000). Korrekte C,H,N-Analyse fiir C,,H,,N;OMg(H,0), 5.
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