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(1 5R)-16-m-Tolyl-17,18,19,20-tetranorisocarba- 
cyclin : ein stabiler, hochselektiver Ligand mit 
hoher Bindungsaffinit at fur einen Prostacyclin- 
Rezeptor im zentralen Nervensystem"" 
Masaaki Suzuki*, Koichi Kato, Ryoji Noyori, Yumiko 
Watanabe, Hajiine Takechi, Kiyoshi Matsumura, 
Bengt Lhgstrom und Yasuyoshi Watanabe 

Es ist bekannt, dab Prostaglandine (PGs) in vielfaltiger Weise 
biologisch aktiv sind; sie kontrollieren viele physiologische 
Funktionen im Kreislauf-, Fortpflanzungs-, Atmungs- und Ver- 

dauungssystem ['I. Besonde- 
res Interesse fand in letzter 
Zeit die Aufklarung der Rol- 
le der PGs in Hirnfunktio- 
nen[']. 

Prostacyclin (PGI,) 1 ist 
ein wirkungsvoller GefaBer- 
weiterer, der wegen seiner 
antithrombotischen Wir- 
kung eine wichtige Rolle im 
Blutkreislauf ~p ie l t [~ ] .  Es 
gibt auch eine Reihe von 
Anhaltspunkten dafiir, dalj 
PGI, auch neuromodulativ 
~ i r k t ' ~ ] .  Vor kurzem zeigte 

eine quantitative, in vitro durchgefuhrte, ortsaufgeloste Autora- 
diographie eines PGI,-Rezeptors im Rattenhirn unter Verwen- 
dung von [3H]Iloprost[51 als stabilem, spezifischem PG1,-Ago- 
nisten eine intensive Verteilung in vier Regionen des unteren 
Hirnstamms einschlieljlich der medialen und commissuralen 
Subnuclei des nucleus tractus solitarius (NTS)[61. Eine genaue 
Analyse der Rolle des PGI, im Gehirn erfordert die Entwick- 
lung einer spezifischen molekularen Sonde, deren Wirkungen im 

zentralen (ZNS) und peri- 
pheren Nervensystem sich 
deutlich unterscheiden. In 
diesem Zusammenhang ver- 
suchten wir, einen neuen Li- 
ganden zu entwerfen, der se- 
lektiv an einen Rezeptor im 
ZNS bindet. Wir stellen hier 
ein Tolyl-funktionalisiertes 
Isocarbacyclin-Derivat vor, 
das mit hoher Affinitat und 
Selektivitit an einen PG1,- 
Rezeptor im Thalamus bin- 
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Die Titelverbindung wurde durch eine Strukturmodifizierung 
an der o-Seitenkette von Isocarbacyclin 2, einem chemisch sta- 
bilen PGI2-Agonisten['1, abgeleitet, wobei wir von der Aldehyd- 
Zwischenstufe 3[81 ausgingen (Schema I)[']. Die Einfiihrung der 

J 

Schema 1. Strukturmodifizierung der o-Seitenkette. 

Tolyl-Gruppe am Ende der w-Seitenkette von PG sollte spater 
die Synthese eines hypersensitiven Liganden rnit einer "CH,- 
Gruppe fur die Positronenemissions-Tomographie (PET)["] 
ermoglichen. Dazu wurde der m-Tolylessigsauremethylester 
4["] mit dem mit Hilfe von n-Butyllithium in THF bei -78 "C 
gebildeten Anion von Methylphosphonsauredimethylester kon- 
densiert, wobei der P-Ketophosphonsaureester 5 als Horner- 
Emmons-Reagens in 48 O h  Ausbeute erhalten wurde. Weitere 
Homer-Emmons-Reagentien, die fur die Modifizierung der m- 
Seitenkette benotigt wurden, wurden in gleicher Weise durch 
Verknupfung desselben Phosphonsaureesters rnit den entspre- 
chenden langerkettigen Estern herge~tellt['~]. AnschlieDend 
wurde unter Verwendung von Natriumhydrid als Base der Phos- 
phonsaureester 5 rnit dem Aldehyd 3[81 in 1,2-Dimethoxyethan 
in 96% Ausbeute zu dem Enon 6 kondensiert, dessen Reduk- 
tion mit Natriumborhydrid in Gegenwart von Cer(rn)-chlorid in 
Methanol quantitativ zum Diol 7 fuhrte (1 : l-stereoisomeren- 
Mischung bezuglich der C-15-Position). Die erhaltenen C-I 5- 
Hydroxy-Stereoisomere wurden durch konventionelle Sgulen- 
chromatographie an Kieselgel getrennt, wobei die beiden 
stereochemisch reinen Alkohole 8 und 9 als weniger bzw. stiirker 
polare Verbindungen (Dunnschichtchromatographie an Kiesel- 
gel, R, = 0.26 bzw. 0.18 in Ethylacetat/Hexan l / l )  in jeweils 
50 % Ausbeute erhalten wurden. Bei der alkalischen Hydrolyse 
von 8 und 9 entstanden schlieBlich quantitativ die Tolylisocar- 
bacyclin-Derivate 10 bzw. 11" 'I. Weitere Tolylisocarbacyclin- 
Derivate, die im Bindungstest untersucht wurden, wurden unter 
Verwendung der oben erwahnten Horner-Emmons-Reagentien 
nach demselben Verfahren erhalter~['~, ''I. 

Die absolute Konfiguration am Kohlenstoffatom C-15 der 
Tolylisocarbacyclin-Derivate 10 und 11 wurde - wie in Sche- 
ma 2 und 3 gezeigt - auf der Stufe der Ester eindeutig durch 
chemische Korrelation bestimmttsl. Die selektive Maskierung 
der Doppelbindung in einem der Fiinfringe in 9 durch Uberfuh- 
rung in eine tricyclische Verbindung und anschliel3ende Vereste- 
rung der Hydroxy-Gruppe an C-1 5 rnit (S)-a-Methoxy-a-(tri- 
fluormethyl)phenylacetylchlorid [(S)-MTPA-Chlorid] ergab 
den MTPA-Ester 12 (Schema 2 ) .  Die oxidative Spaltung der 
verbliebenen Doppelbindung in der w-Seitenkette und die Re- 
duktion des dabei erhaltenen Aldehyds zum Alkohol sowie die 
Veresterung rnit MTPA fuhrte zu dem die Tolyl-Gruppe enthal- 
tenden. optisch aktiven Bis(MTPA)-Ester 13 neben dem tricycli- 
schen Rest. Unabhangig davon wurde (2S)-13 aus dem optisch 
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reinen Glycerin-Derivat (2S)-14 (Schema 3) durch eine Grig- 
nard-Reaktion mit einem Aldehyd, gefolgt von einer Desoxyge- 
nierung des resultierenden Alkohols nach Barton gewonnen[l6I. 
Die entsprechende Diastereomeren-Mischung von ( 2 4 -  und 
(2S)-13 wurde iiber racemisches 14 ebenfalls hergestellt. Die 
HPLC-Analyse dieser authentischen Proben zeigte, dal3 die Re- 
tentionszeit von dem aus dem Isocarbacyclin-Derivat 9 gewon- 
nenen 13 identisch mit der von (2S)-13 war[17], was darauf 
schliel3en lafit, dab das asymmetrische Zentrum an C-15 in 11 
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Schema 3. a) PCC. CH,CI,; b) m-CH,C6H,MgCl, Ether; c) NaH, THF. dann CS,, 
CHJ, 98%; d) nBu,SnH, Toluoi, Ruckflub, 66%; e) CF,COOH, THF/H,O (4:l):  
f )  (S)-MTPACI, Pyridin. 

S-Konfiguration aufweist und da13 daher die R-Konfiguration 
10 zugewiesen werden kann. 

Der Bindungstest der Isocarbacyclin-Derivate wurde unter 
Verwendung von am C-I 5-Atom Tritium-markiertem Isocarba- 
cyclin ([3H]Isocarbacyclin) als Radioligand an PG1,-Rezeptor- 
proteinen in gefrorenen Gewebeschnitten durchgefuhrt, die re- 
prasentativ fur das zentrale bzw. periphere Nervensystem 
Thalamus oder den NTS enthielten. Die Konzentrationen einer 
50proz. Bindungshemmung (lC,,-Werte) wurden basierend auf 
dem AusmaO der Verdrangung von IOnM, an den Rezeptor 
gebundenem [3H]Isocarbacyclin durch seine nichtradioakti- 
ven Derivate bestimmt. Denizufolge wies (1 5R)-16-nz-Tolyl- 
17,18,19,20-tetranorisocarbacyclin 10 (bezeichnet als 1 5R-TIC) 
die hochste Bindungsaffinitat zu einem Rezeptor im Thalamus 
auf (IC,, = 31 nM), zeigte aber nur eine sehr schwache Bindung 
an den NTS (IC,, = 1.2 p~). Das 15s-Isomer 11 (bezeichnet als 
15s-TIC) zeigte im Thalamus eine gegeniiber 10 etwas geringere 
Bindung (IC,, = 38 nM) und behielt im NTS eine bemerkens- 
wert starke Bindung bei (IC5,, = 32 nM). Die anderen Tolyliso- 
carbacy~lin-Derivate['~~ haben eine geringere Thalamus-Bin- 
dungsaffinitat. Isocarbacyclin 2, die Leitstruktur fur diese 
Untersuchung, wies eine hohe Bindungsaffinitat sowohl im 
Thalamus (IC,, = 31 nM) als auch im NTS (IC50 = 23 nM) auf. 
Das in den Diagrammen A und B in Abbildung 1 dargestellte 
resultierende Bindungsprofil von 1 5R-TIC 10 steht in starkem 
Kontrast zu dem von Cicaprost 15["l, einem stabilen PG1,- 
Agonisten aus der Iloprost-Familie, der hochselektiv und mit 
hoher Affinitat an einen PG1,-Rezeptor im NTS bindet 
(IC,, = 30 nM) . In Ubereinstimmung mit diesen Bindungsexpe- 
rimenten zeigte 15R-TIC 10 eine sehr schwache Inhibierung 
(1C5, > 400 nM)1191 der Blutplattchen-Aggregation, wihrend 

MTPAO 

# \  - MTPAO- c-f 

9 12 13 
Schema 2. a) I,, CH,OH/H,O (3:l). 89%; b) (S)-MTPACI, Pyridin, 92%; c) OsO,, Pyridin; d) NaIO,, THF/Ether/H,O (2 : l : l ) ;  e) NaBH,, CH,OH; f )  (S)-MTPACI, 
Pyridin, 20% Gesamtausbeute bezogen auf 12. 
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Abb. 1. Verdringung der 10 n M  [3H]Isocarbacyclin-Bindung zum Thalamus (A) 
und zum NTS (B) des Rdttenhirns durch nichtradioaktives 1SR-TIC 10 (o), Isocar- 
bacyclin 2 (m) und Cicdprost 15 (A). Die gefrorenen Rattenhirnschnitte (10 pm 
dick), die Thalamus oder NTS von meclullo oblongata enthielten, wurden bei 4°C 
fur 120 min rnit 10 nM [3H]Isocarbacyclin in Abwesenheit oder Gegenwart verschie- 
dener Konzentrationen der oben genannten Verdringungskomponenten inkuhiert. 
Die Schnitte wurden dann gewaschen, luftgetrocknet und Photoplatten ausgesetzt 
(BAS TR2040, Fuji Film Co., Ltd., Tokio, Japan). Nach Kalibrierung rnit Kunst- 
stoffstreifen mit bekanntem Tritium-Gehalt wurde eine densitometrische Analyse 
der Autorddiogrdmme mit einer Bild-andlysierenden Software, NIH image, 
durchgefiihrt. Die qudntifizierten Daten werden als %-Kontrolle der Bindung 
von 10 nM [3H]Isocarbacyclin ohne Verdriingungskomponente ausgedriickt (auf 
den y-Achsen aufgetragen). Die eingezeichneten Werte sind die Mittelwerte 
f Standardabweichung aus vier Messungen, wobei jede Messung aus 5-8  Schnit- 
ten bestand. Einige Fehlerbalken sind hinter den Symbolen nicht zu sehen. Auf den 
x-Achsen ist logarithmiert die Konzentration (M) der Liganden aufgetragen. 

. .  

OH 

1 s  

Cicaprost 15 und Isocar- 
bacyclin 2 rnit IC,, = 
3.2 nM"'I bzw. 2.5 ~ I M " ~ '  
starke Inhibierungseffekte 
aufweisen. Wir haben also 
ein stabiles, sehr selektiv 
im zentralen Nervensy- 
stem wirkendes PG1,- 
Analogon gefunden, das 
auf einer Modifizierung 
der Struktur von 2 be- 
ruht[201. Wir hoffen, dal3 
mit diesem Liganden die 
biologischen Probleme 
verringert werden, die bis- 

her durch die Instabilitat von PGI, und-das Fehlen stabiler 
Analoga, die spezifisch an einen im zentralen Nervensystem 
auftretenden PG1,-Rezeptor binden, verursacht wurden. 

Die faszinierenden Bindungseigenschaften von 1 5R-TIC 10 
und sein moglicher Einsatz als effiziente molekulare Sonde fur 
einen PG1,-Rezeptor im ZNS veranlaBten uns, das entsprechen- 
de Tritium-markierte Derivdt herzustellen. Die radioaktive 
Markierung wurde auf der Stufe des Enons 6 durch Reduktion 
unter Verwendung von [3H]NaBH, (60 Cimmol-') in Gegen- 
wart von Cer(ni)-chlorid erreicht, die die Tritium-markierte Ver- 
bindung [3H]-7 als eine 1 : 1-Mischung der Epimere rnit einer 
spezifischen Aktivitat von ca. 15 Ci mmol- ergab''. 211. Die 
Trennung der Epimere durch Umkehrphasen-HPLC und an- 
schliel3ende Esterhydrolyse fiihrte zu [3H]-l SR-TIC [3H]-10 und 
[3H]-15S-TIC [3H]-ll in reiner Form. 

Die biologische Untersuchung einschliel3lich der erfolgrei- 
chen quantitativen, in vitro durchgefiihrten, ortsaufgelosten 
Autoradiographie eines neuen PG1,-Rezeptorsubtyps im Rat- 
tenhirn unter Verwendung von [3H]-1 5R-TIC wird gesondert 
veroffentlicht [ 2 2 ] .  
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[21] Die Einfuhrung des Tritiums wurde bei der Amersham International plc in 
England ausgefuhrt. 

[22] Yu. Watanahe, H. Takechi, K. Matsumura, K. Kato, R. Noyori. M. Suzuki, Y. 
Watanabe, unveroffentlicht. 

Berichtigung zu ,,l,l-Di-, 1,2,3-Tri- und 
1,1,4,4-Tetra-tevt-buty1-1,3-but adien"** 
Henning Hopf*, Ralf Hanel, Peter G. Jones und 
Peter Bubenitschek 

Vor kurzem berichteten wir iiber die Darstellung und die Kri- 
stallstruktur von 1,1,4,4-Tetra-tert-butyl-l,3-butadien 1 (Ver- 
bindung 8 in der Originalveroffentlichung)[']. Ungewohnliche 
Befunde der inversionssymmetrischen Struktur waren ein sehr 
weiter Bindungswinkel CI-C2-C2 von 142.2(2)' sowie gleich 
lange Bindungen im Molekiilriickgrat (CI-C2 134.6(2), C2-C2 
135.3(4) pm). Ein Gutachter bat uns daher, die Strukturanalyse 
zu iiberpriifen, wobei sich allerdings keine eindeutigen Hinweise 
auf grobe prinzipielle Fehler ergaben ; Tieftemperaturmessun- 
gen fiihrten zu einem konventionellen R-Wert von 0.061, es gab 

keine signifikante Rest- 
elektronendichte (max. 
267 enm-3) und keine 
ungewohnlich groDen 
Auslenkungsparameter 
(z. B. U,, = 456 pm2 fur 

I 2 C2; siehe FuDnote [4] in 
Lit. [I]). 

%H 
[*I Prof. Dr. H. Hopf, Dip1.-Chem. R. Hanel, Dipl.-Chem. P. Buhenitschek 

Institut fur Organische Chemie der Technischen UniversitPt 
Hagenring 30, D-38106 Braunschweig 
Telefax: Int. + 5311391-5388 
Prof. Dr. P. G. Jones 
lnstitut fur Anorganische und Analytische Chemie der 
Technischen Universitat Braunschweig 

I**] Wir danken Frau Ina Dix fur die neue Datensammlung. 

Nach der Veroffentlichung unseres Artikels fragten uns er- 
neut einige Kollegen, ob die Strukturanalyse nicht fehlerhaft sei. 
Im Nachhinein schienen uns nun die ausgeglichenen Bindungs- 
langen doch suspekt. Wir entschieden uns deshalb, die Struktur- 
analyse mit einer neuen Probe von 1 zu wiederholen[21. 

Die neue Struktur (Abb. 1 )  weist normale alternierende Bin- 
dungslangen im Riickgrat auf (C1 -C2 134.9(2), C2-C2' 
145.8(3) pm), und der 
Winkel -Cl-C2-C2' ist 
mit 131.1(2)' nicht so 
stark aufgeweitet. Die 
urspriingliche Struktur- 
bestimmung ist demzu- 
folge falsch. Wahrschein- 
liche Ursache ist eine 
Kontaminierung des er- 
sten Kristalls (der leider 
nicht aufgehoben wurde 
und daher nicht mehr 
kontrolliert werden 
konnte) mit einem signi- 
fikanten Anteil des Cu- 
mulens 2 (Verbindung 9 
in Lit. [l]), das in allen 
Synthesen zusammen 
mit 1 anfiel; der neue 
Kristall wurde einer Pro- 
be entnommen, die auf 
Reinheit IuDerst sorgfal- 

Abb. 1. Die revidierte Molekulstruktur \,on 
1 im Kristall (Ellipsoide entsprechen 50% 
Aufenthaltswahrscheinlichkeit). Die Was- 
serstoffradien sind willkiirlich. Nur die 
asymmetrische Einheit ist numeriert 

tig kontrolliert worden war; NMR-spektroskopisch und gas- 
chromatographisch konnten keine Verunreinigungen nachge- 
wiesen werden. 

Dieser Fall zeigt, daD ungeahnte Unordnungsphanomene 
selbst bei einer scheinbar guten Strukturanalyse zu vollig fal- 
schen Ergebnissen fiihren konnen. 

Eingegangen am 18. Dezembrr 1Y95 

[I] H. Hopf, R. Hdnel, P. G. Jones, P. Bubenitschek, Angew. Chem. 1994. /Oh, 
1444-1445: Angew. Chem. Inf .  Ed. Engl. 1994,33, 1369-1370. 

[2] Kristalldaten fur 1: C,,H,,, triklin, Pi, a = 608.93(12). b = 825.4(2). (' = 
1022.4(2) pm. OL = 76.496(12), 1 = 85.998(14), y = 70.587(14)", T = - 100 C, 
Z = 1. Die Gitterkonstanten zeigen signifikante Unterschiede zu den in Lit. [l] 
angegebenen. Verfeinerung auf [31 ergab WR, = 0.149, R, = 0.053, A@,,, 
196 enm-,, S = 0.94fur 2129 Reflexe und 97 Parameter. Die Auslenkungspara- 
meter, besonders die von C2 (Ue8 = 261 pm*), waren wesentlich kleiner als die 
in Lit. [I] angegebenen. Weitere Einzelheiten zur Kristallstruklurunter4uchung 
konnen beim Fachinformationszentrum Karlsruhe, D-76344 Eggenstein- 
Leopoldshafen, unter der Hinterlegungsnummer CSD-400686 angefordert wer- 
den. 

[3] SHELXL-93, A Program for Refining Crystal Structures: G. M. Shcldrick. 
Universitit Gottingen, 1993. 
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