ZUSCHRIFTEN

(15R)-16-m-Tolyl-17,18,19,20-tetranorisocarba-
cyclin: ein stabiler, hochselektiver Ligand mit
hoher Bindungsaffinitiit fiir einen Prostacyclin-
Rezeptor im zentralen Nervensystem**

Masaaki Suzuki*, Koichi Kato, Ryoji Noyori, Yumiko
Watanabe, Hajime Takechi, Kiyoshi Matsumura,
Bengt Langstrém und Yasuyoshi Watanabe

Es ist bekannt, daf3 Prostaglandine (PGs) in vielfdltiger Weise
biologisch aktiv sind; sie kontrollieren viele physiologische
Funktionen im Kreislauf-, Fortpflanzungs-, Atmungs- und Ver-

dauungssystem!!!, Besonde-
COOH res Interesse fand in letzter
Zeit die Aufklarung der Rol-
le der PGs in Hirnfunktio-

nen'?!,
Prostacyclin (PGI,) 1 ist
/ ein wirkungsvoller GeféBer-
weiterer, der wegen seiner
antithrombotischen ~ Wir-
kung eine wichtige Rolle im
Blutkreislauf spielt!3!. Es
OH o gibt auch eine Reihe von
Anhaltspunkten dafiir, daBl
1 PGI, auch neuromodulativ
wirkt™l Vor kurzem zeigte
eine quantitative, in vitro durchgefiihrte, ortsaufgeldste Autora-
diographie eines PGI,-Rezeptors im Rattenhirn unter Verwen-
dung von [*Hllloprost!®! als stabilem, spezifischem PGI,-Ago-
nisten eine intensive Verteilung in vier Regionen des unteren
Hirnstamms einschlieflich der medialen und commissuralen
Subnuclei des nucleus tractus solitarius (NTS)!°. Eine genaue
Analyse der Rolle des PGI, im Gehirn erfordert die Entwick-
lung einer spezifischen molekularen Sonde, deren Wirkungen im
zentralen (ZNS) und peri-
COOH 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,

\ 7 das mit hoher Affinitdt und
SH é)H Selektivitit an einen PGI,-

Rezeptor im Thalamus bin-
2 det.

[*] Prof. Dr. M. Suzuki

Department of Applied Chemistry
Faculty of Engineering, Gifu University
Gifu 501-11 (Japan)
Telefax: Int. 4 58/293-2635
K. Kato, Prof. Dr. R. Noyori
Department of Chemistry, Nagoya University, Nagoya 464-01 (Japan)
Dr. Yumiko Watanabe, Dr. H. Takechi, Dr. K. Matsumura,
Dr. Yasuyoshi Watanabe
Subfemtomole Biorecognition Project, Research Development Corporation of
Japan, and Department of Neuroscience, Osaka Bioscience Institute, Osaka
565 (Japan)
Prof. Dr. B. Langstrom
Department of Chemistry and PET Centre, Uppsala University, Uppsala
(Schweden)

[**] Diese Arbeit wurde teilweise durch ein Grant-in-Aid vom japanischen Ministe-
rium fir Erziehung, Wissenschaft und Kultur geférdert,

366 i VCH Verlagsgesellschaft mbH, D-69451 Weinheim, 1996

Die Titelverbindung wurde durch eine Strukturmodifizierung
an der w-Seitenkette von Isocarbacyclin 2, einem chemisch sta-
bilen PGI,-Agonisten!"], abgeleitet, wobei wir von der Aldehyd-
Zwischenstufe 318 ausgingen (Schema 1)!°!. Die Einfithrung der

COOCH; COOH

Schema 1. Strukturmodifizierung der w-Seitenkette.

Tolyl-Gruppe am Ende der w-Seitenkette von PG sollte spiter
die Synthese eines hypersensitiven Liganden mit einer *'CH,-
Gruppe fiir die Positronenemissions-Tomographie (PET)U1!
ermoglichen. Dazu wurde der m-Tolylessigsiuremethylester
42 mit dem mit Hilfe von a-Butyllithium in THF bei —78 °C
gebildeten Anion von Methylphosphonsduredimethylester kon-
densiert, wobei der f-Ketophosphonsidureester § als Horner-
Emmons-Reagens in 48 % Ausbeute erhalten wurde. Weitere
Horner-Emmons-Reagentien, die fiir die Modifizierung der w-
Seitenkette benétigt wurden, wurden in gleicher Weise durch
Verkniipfung desselben Phosphonsiureesters mit den entspre-
chenden lingerkettigen Estern hergestellt!!*). AnschlieBend
wurde unter Verwendung von Natriumhydrid als Base der Phos-
phonséureester 5 mit dem Aldehyd 3!® in 1,2-Dimethoxyethan
in 96% Ausbeute zu dem Enon 6 kondensiert, dessen Reduk-
tion mit Natriumborhydrid in Gegenwart von Cer(in)-chlorid in
Methanol quantitativ zum Diol 7 fithrte (1 :1-Sterecisomeren-
Mischung beziiglich der C-15-Position). Die erhaltenen C-15-
Hydroxy-Stereoisomere wurden durch konventionelle Sduten-
chromatographie an Kieselgel getrennt, wobei die beiden
stereochemisch reinen Alkohole 8 und 9 als weniger bzw. stiirker
polare Verbindungen (Diinnschichtchromatographie an Kiesel-
gel, Ry =0.26 bzw. 0.18 in Ethylacetat/Hexan 1/1) in jeweils
50 % Ausbeute erhalten wurden. Bei der alkalischen Hydrolyse
von 8 und 9 entstanden schlieBlich quantitativ die Tolylisocar-
bacyclin-Derivate 10 bzw. 1111%], Weitere Tolylisocarbacyclin-
Derivate, die im Bindungstest untersucht wurden, wurden unter
Verwendung der oben erwidhnten Horner-Emmons-Reagentien
nach demselben Verfahren erhalten* 11,

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 bestimmt!®l, Die selektive Maskierung
der Doppelbindung in einem der Fiinfringe in 9 durch Uberfiih-
rung in eine tricyclische Verbindung und anschlieBende Vereste-
rung der Hydroxy-Gruppe an C-15 mit (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 mit MTPA fijhrte zu dem die Tolyl-Gruppe enthal-
tenden, optisch aktiven BistMTPA)-Ester 13 neben dem tricycli-
schen Rest. Unabhéngig davon wurde (25)-13 aus dem optisch
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8, R'=CH3; R°=H
10, R'=H; R?=H
{®HJ-10, R' = H; R? = 3H

9, R'=CHy; R?=H
11, R'=H; R?=H
(®H}-11, R'=H: R2=3H

reinen Glycerin-Derivat (25)-14 (Schema 3) durch eine Grig-
nard-Reaktion mit einem Aldehyd, gefolgt von einer Desoxyge-
nierung des resultierenden Alkohols nach Barton gewonnen! 61,
Die entsprechende Diastereomeren-Mischung von (2R)- und
(25)-13 wurde lber racemisches 14 ebenfalls hergestellt. Die
HPLC-Analyse dieser authentischen Proben zeigte, da8 die Re-
tentionszeit von dem aus dem Isocarbacyclin-Derivat 9 gewon-
nenen 13 identisch mit der von (25)-13 war!!”), was darauf
schliefen 148t, da das asymmetrische Zentrum an C-15in 11

COOCH;

COOCH;

12

CHO._
>p
CH30” |}
0 o}

(28)-13

Schema 3. a) PCC, CH,Cl,; b) m-CH;C¢H,MgCl, Ether; ¢) NaH, THF, dann CS,,
CH,I, 98 % ; d) nBu,SnH, Toluol, RiickfluB, 66 % ; ¢) CF;,COOH, THF/H,0 (4:1);
) (§)-MTPACI, Pyridin.

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

Der Bindungstest der Isocarbacyclin-Derivate wurde unter
Verwendung von am C-15-Atom Tritium-markiertem Isocarba-
cyclin ((*H]Isocarbacyclin) als Radioligand an PGI,-Rezeptor-
proteinen in gefrorenen Gewebeschnitten durchgefiihrt, die re-
priasentativ fir das zentrale bzw. periphere Nervensystem
Thalamus oder den NTS enthielten. Die Konzentrationen einer
50proz. Bindungshemmung (IC ;,-Werte) wurden basierend auf
dem Ausmal der Verdringung von 10 nM, an den Rezeptor
gebundenem [3H]Isocarbacyclin durch seine nichtradioakti-
ven Derivate bestimmt. Demzufolge wies (15R)-16-m-Tolyl-
17,18,19,20-tetranorisocarbacyclin 10 (bezeichnet als 15R-TIC)
die hichste Bindungsaffinitdt zu einem Rezeptor im Thalamus
auf (IC,, = 31 nM), zeigte aber nur eine sehr schwache Bindung
an den NTS (IC;, =1.2 um). Das 15S-Isomer 11 (bezeichnet als
158-TIC) zeigte im Thalamus eine gegeniiber 10 etwas geringere
Bindung (IC,, = 38 nM) und behielt im NTS eine bemerkens-
wert starke Bindung bei (IC,, = 32 nM). Die anderen Tolyliso-
carbacyclin-Derivate!'®! haben eine geringere Thalamus-Bin-
dungsaffinitdt. Isocarbacyclin 2, die Leitstruktur fiir diese
Untersuchung, wies eine hohe Bindungsaffinitit sowohl im
Thalamus (IC,, = 31 nM) als auch im NTS (IC,, = 23 nm) auf.
Das in den Diagrammen A und B in Abbildung 1 dargestellte
resultierende Bindungsprofil von 15R-TIC 10 steht in starkem
Kontrast zu dem von Cicaprost 15181 einem stabilen PGI,-
Apgonisten aus der Iloprost-Familie, der hochselektiv und mit
hoher Affinitit an einen PGI,-Rezeptor im NTS bindet
(IC,, = 30 nM). In Ubereinstimmung mit diesen Bindungsexpe-
rimenten zeigte 15R-TIC 10 eine sehr schwache Inhibierung
(ICs, > 400 nM)!1%1 der Blutplattchen-Aggregation, wihrend

13

Schema 2. a) I,, CH,OH/H,0 (3:1). 89%; b) ($)-MTPAC], Pyridin, 92% c) OsO,, Pyridin; d) NalO,, THF/Ether/H,0 (2:1:1): ) NaBH,, CH,OH; ) (S)-MTPAC],

Pyridin, 20% Gesamtausbeute bezogen auf 12.
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Abb. 1. Verdringung der 10 nm [*HJIsocarbacyclin-Bindung zum Thalamus (A)
und zum NTS (B) des Rattenhirns durch nichtradioaktives 15R-TIC 10 (o), Isocar-
bacyclin 2 (w) und Cicaprost 15 (a). Die gefrorenen Rattenhirnschnitte (10 pm
dick), die Thalamus oder NTS von medulla oblongata enthielten, wurden bei 4°C
fiir 120 min mit 10 nM [*H]Isocarbacyclin in Abwesenheit oder Gegenwart verschie-
dener Konzentrationen der oben genannten Verdringungskomponenten inkubiert.
Die Schnitte wurden dann gewaschen, luftgetrocknet und Photoplatten ausgesetzt
(BAS TR2040, Fuji Film Co., Ltd., Tokio, Japan). Nach Kalibrierung mit Kunst-
stoffstreifen mit bekanntem Tritium-Gehalt wurde eine densitometrische Analyse
der Autoradiogramme mit einer Bild-analysierenden Software, NIH image,
durchgefithrt. Die quantifizierten Daten werden als %-Kontrolle der Bindung
von 10 nmM [*H]Isocarbacyclin ohne Verdringungskomponente ausgedriickt (auf
den y-Achsen aufgetragen). Die eingezeichneten Werte sind die Mittelwerte
+ 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.

COOH Cicaprost 15 und Isocar-

( bacyclin 2 mit ICg, =

o 3.2nmU!8 bzw, 2.5 nm!?}

starke Inhibierungseffekte

aufweisen. Wir haben also

/ ein stabiles, sehr selektiv

im zentralen Nervensy-

stem wirkendes PGI,-

Analogon gefunden, das

auf einer Modifizierung

der Struktur von 2 be-

: ruht?°). Wir hoffen, daB3

OH mit diesem Liganden die

15 biologischen  Probleme

verringert werden, die bis-

her durch die Instabilitit von PGI, und das Fehlen stabiler

Analoga, die spezifisch an einen im zentralen Nervensystem
auftretenden PGI,-Rezeptor binden, verursacht wurden.

Die faszinierenden Bindungseigenschaften von 15R-TIC 10
und sein méglicher Einsatz als effiziente molekulare Sonde fiir
einen PGI,-Rezeptor im ZNS veranlaf3ten uns, das entsprechen-
de Tritium-markierte Derivat herzustellen. Die radioaktive
Markierung wurde auf der Stufe des Enons 6 durch Reduktion
unter Verwendung von [*H]NaBH, (60 Cimmol ') in Gegen-
wart von Cer(1n)-chlorid erreicht, die die Tritium-markierte Ver-
bindung [*H]-7 als eine 1:1-Mischung der Epimere mit einer
spezifischen Aktivitit von ca. 15 Cimmol™! ergab!® 21 Die
Trennung der Epimere durch Umkehrphasen-HPLC und an-
schlieBende Esterhydrolyse fithrte zu [*H]-15R-TIC [*H]-10 und
(*H]-15S-TIC [*H]-11 in reiner Form.

Die biologische Untersuchung einschlieBlich der erfolgrei-
chen quantitativen, in vitro durchgefiihrten, ortsaufgelosten
Autoradiographie eines neuen PGI,-Rezeptorsubtyps im Rat-
tenhirn unter Verwendung von [*H]-15R-TIC wird gesondert
verdffentlicht(22),

Eingegangen am 13. September 1995 [Z 8399]

Stichworte: Prostacyclinrezeptoren Molekulare Sonden

Tolylisocarbacyclin
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Berichtigung zu ,,1,1-Di-, 1,2,3-Tri- und
1,1,4,4-Tetra-tert-butyl-1,3-butadien***

Henning Hopf*, Ralf Hinel, 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-1,3-butadien 1 (Ver-
bindung 8 in der Originalverffentlichung)!*l. Ungewdhnliche
Befunde der inversionssymmetrischen Struktur waren ein sehr
weiter Bindungswinkel C1-C2-C2' von 142.2(2)° sowie gleich
lange Bindungen im Molekiilriickgrat (C1-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.
267enm™>) und keine
ungewShnlich  groBen
Auslenkungsparameter
(z.B. U,, = 456 pm? fiir
C2; siehe Fulnote [4] in
Lit. [1]).

[*] Prof. Dr. H. Hopf, Dipl.-Chem. R. Hénel, Dipl.-Chem. P. Bubenitschek
Institut fiir Organische Chemie der Technischen Universitit
Hagenring 30, D-38106 Braunschweig
Telefax: Int. + 531/391-5388
Prof. Dr. P. G. Jones
Institut fiir Anorganische und Analytische Chemie der
Technischen Universitdt Braunschweig

[**] Wir danken Frau Ina Dix fiir die neue Datensammlung.

Nach der Verdffentlichung 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!?!.

Die neue Struktur (Abb. 1) weist normale alternierende Bin-
dungslingen im Rickgrat auf (C1-C2 134.9(2), C2-C2
145.8(3) pm), und der
Winkel C1-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. [1]), das in allen
Synthesen  zusammen
mit 1 anfiel; der neue
Kristall wurde einer Pro-
be entnommen, die auf
Reinheit duflerst sorgfél-
tig kontrolliert worden war; NMR-spektroskopisch und gas-
chromatographisch konnten keine Verunreinigungen nachge-
wiesen werden.

Dieser Fall zeigt, daBl ungeahnte Unordnungsphinomene
selbst bei einer scheinbar guten Strukturanalyse zu vollig fal-
schen Ergebnissen fithren konnen.

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

Fingegangen am 18. Dezember 1995

[11 H. Hopf, R. Hénel, P. G. Jones, P. Bubenitschek, Angew. Chem. 1994, 106,
1444 -1445; Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1994, 33, 1369-1370.

[2] Kristalldaten fiir 1: C,oHyq, triklin, P, a = 608.93(12), b = 825.4(2). ¢ =
1022.4(2) pm. « = 76.496(12), § = 85.998(14), y = 70.587(14)", T = —100 C,
Z = 1. Die Gitterkonstanten zeigen signifikante Unterschiede zu den in Lit. [1]
angegebenen. Verfeinerung auf F”[3] ergab wR, = 0.149, R, = 0.053, Agpmx.
196 enm ™3, § = 0.94 fiir 2129 Reflexe und 97 Parameter. Die Auslenkungspara-
meter, besonders die von C2 (U,, = 261 pm?), waren wesentlich kleiner als die
in Lit. [1] angegebenen. Weitere Einzelheiten zur Kristallstrukturuntersuchung
koénnen beim Fachinformationszentrum XKarlsruhe, D-76344 Eggenstein-
Leopoldshafen, unter der Hinterlegungsnummer CSD-400686 angefordert wer-
den.

SHELXL-93, A Program for Refining Crystal Structures: G. M. Sheldrick,
Universitdt Gottingen, 1993.

[3

Angew. Chem. 1996, 108, Nr. 3
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