diastereomerenrein!®. Die Umwandlung von 7 in {R)-1¢ ge-
lingt in einer Stufe durch katalytische Hydrierung!”, {iber
die nicht isolierten Zwischenverbindungen 2b und (R)-1b.
Mit Cyclopentylbromid wird 1¢ zu 1a alkyliert. Da das En-
antiomer von 8 ebenfalls zuginglich ist, steht auch der Weg
in die (S)-Serie offen.

Der stereochemische Ablauf der Addition von 4 an 3 folgt
dem schon frither von Seebach et al. fiir die Addition von
Enaminen an Nitrostyrole formulierten Modell'®!, das sich
auf folgende Annahmen stiitzt: 1. Die formalen Doppelbin-
dungen sind wie in 9/10, syn angeordnet. 2. Donor- (NR,)
und Acceptorfunktion (NO,) stehen moglichst nahe beiein-
ander, was zu einer Bevorzugung der reaktiven Zwischen-
stufe 10 gegeniiber 9 fiihrt. Unser Beispiel weicht vom See-
bach-Modell weitgehend ab, da anstelle eines Enamins ein
chirales, metalliertes O,N-Acetal®! 4 verwendet wird, dessen
Aminofunktion als Teil einer Imid-Einheit ein schwécherer
Donor ist. Von den zur Auswahl stehenden reaktiven Zwi-
schenstufen 11 und 12 scheint jedoch, in Analogie zu See-
bachs Befunden, 12 stark begiinstigt. Offensichtlich ist fir

Ar Ar
H H H H
H — H
H —— H
ON NO,
R! NR2 R' NRZ
9 10

Ar
H H H
H WP H
M. M.,
0 0
1 12
<6 > 94
sf re

die simple Diastereoselektivitit der Addition weniger die
Donorwirkung des Enamin-Stickstoffatoms als vielmehr
dessen syn-Anordnung zur Nitroolefin-Einheit verantwort-
lich. Eine pericyclische Verschiebung des Metallkations zur
Nitrogruppe, analog zum Zimmerman-Traxler-Mechanis-
mus der Aldoladdition!!® scheint im vorliegenden Fall we-
gen der ungiinstigen RinggroBe (Achtring) keine Rolle zu
spielen. Die hohe Stereoselektivitdt bei der Bildung von 7 ist
auch insofern bemerkenswert, als Enolate vom Typ 4, die am
C-Atom keine Substituenten tragen, z.B. bei Aldoladditio-
nen!' ! nicht stereoselektiv reagieren.

Eingegangen am 1. Februar 1992 [Z 5165]
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Tetramethyl-ortho-chinodimethan (NOCT-1), das
erste Mitglied einer Familie mafigeschneiderter
cheletroper Spinfanger fiir Stickstoffmonoxid**

Von Hans-Gert Korth*, Keith U. Ingold*, Reiner Sustmann,
Herbert de Grootl und Helmut Sies

Stickstoffmonoxid "NO wurde kiirzlich als ein wichtiges
physiologisches Stoffwechselprodukt erkannt: Es fungiert
als intra- und interzelluldres Signalmolekiil, ist an der Regu-
lation des Blutdruckes beteiligt, wirkt als Botenstoff im Zen-
tralnervensystem und vermittelt die Cytotoxizitdt von Ma-
krophagen (fiir Ubersichten siehe Lit.!' "#)). Selbst wenn
*NO nicht identisch mit dem ,,Endothelium Derived Relax-
ing Factor* (EDRF)!! sein sollte, ist es sicherlich das vom
EDRF freigesetzte aktive Agens. Des weiteren spielt Stick-
stoffmonoxid eine wichtige Rolle bei der durch photochemi-
sche und Verbrennungsprozesse hervorgerufenen Luftver-
schmutzung. Wegen der Bedeutung von ‘NO sind recht

[*] Dr. H.-G. Korth, Prof. Dr. R. Sustmann

Institut fiir Organische Chemie der Universitit-Gesamthochschule
Universitdtsstrafie 5, W-4300 Essen 1
Prof. Dr. K. U. Ingold
Steacie Institute for Molecular Sciences
National Research Council of Canada
Ottawa, Ontario K1AOR6 (Kanada)
Priv.-Doz. Dr. H. de Groot, Prof. Dr. H. Sies
Institut fiir Physiologische Chemie I der Universitit Diisseldorf

[**] Herausgegeben unter der NRCC No. 33282. Wir danken Dr. J. C. Scaiano
(Ottawa) fir eine Probe von 3, die uns das Einstiegsexperiment ermdg-
lichte, Prof. A. L. J. Beckwith (Canberra) fir eine Probe von TMIO und
Frau L. Hughes, Frau P. Lommes sowie I.-F. Wang fiir wertvolle experi-
mentelle Mithilfe. K. U, 1. dankt der Alexander-von-Humboldt-Stiftung
fiir einen Forschungspreis, der ihm den Anreiz und die MuBe gab, dariiber
nachzudenken, wie Stickstoffmonoxid in biologischen Systemen nachzu-
weisen sei.
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empfindliche Methoden zu scinem Nachweis und zu seiner
Quantifizierung entwickelt worden!®l, Diese nutzen z.B. die
spektrophotometrisch meBbare, "NO-induzierte Umwand-
lung von Oxyhdmoglobin (HbO,) in Methimoglobin
(MetHb) [Gl. (a)], seine gefiBerweiternde Wirkung auf Arte-
riensegmente und die Chemilumineszenz seiner Gasphasen-
reaktion mit Ozon [Gl. (b)].

HbO, + ‘N0 — MetHb + NO7 {a)

0, +*NO — O, +°NO, — °NO, + hv {b)

Trotz aller Bemiithungen gibt es jedoch bis jetzt noch keine
Methode, die — zumindest prinzipiell — geeignet ware, die
‘NO-Bildung kontinuierlich zeitlich und rdumlich in Zellkul-
turen, perfundierten Organen und lebenden Organismen zu
verfolgen. Am attraktivsten fiir diesen Zweck wire eine Re-
aktion, durch die *NO (selbst ein persistentes Radikal) in ein
persistentes Nitroxid-Radikal tberfithrt wiirde. Letzteres
konnte ESR-spektroskopisch nachgewiesen, quantitativ be-
stimmt und in seiner Raum-Zeit-Verteilung abgebildet wer-
den (,,ESR-Imaging*).

Konventionelle Nitrone und Nitrosoverbindungen sind
als Spinfiinger fiir "NO ungeeignet!®]. Dies ist angesichts der
geringen Reaktivitit von "NO gegeniiber Molekiilen im elek-
tronischen (Singulett-)Grundzustand nicht verwunderlich.

Es ist wohlbekannt, daB "NO mit kohlenstoffzentrier-
ten Radikalen schnell zu Nitrosoverbindungen reagiert!®!
[Gl. (c)] und daB letztere gute Abfangreagentien firr kohlen-
stoffzentrierte Radikale sind ™! [Gl. (d)].

R*+*NO —= R-N=0 (c)
R\

R*+ R-N:O —=  "N-O° (d)
R

Man konnte sich daher vorstellen, daB ein als Cheletrop
reagierendes Diradikal ein effektiver Fianger fiir 'NO sein
sollte, und in der Tat sind Diradikale mit "NO bereits unter
Bildung cyclischer Nitroxid-Radikale abgefangen wor-
den [Gl. (e)]. Diradikale, die eine fiir den ‘NO-Abfang
geeignete Struktur aufweisen, sind jedoch inhirent kurz-
lebige Spezies mit Lebenszeiten von allgemein <1 psf1l,
Zudem reagieren sie sehr schnell mit Sauerstoffi!® 121,

NN 7

\C/

Como — (o
N /
N 7 N

/

Es wird folglich ein zweifach kohlenstoffzentriertes
.,Diradikal- Aquivalent** benétigt. Dieses Aquivalent muB
schnell und vollstindig mit "NO ein persistentes cyclisches
Dialkylnitroxid bilden, darf aber nicht mit merkbarer Ge-
schwindigkeit mit Sauerstoff reagieren. Weiterhin sollte das
Diradikal-Aquivalent eine einfach aufzubauende Grund-
struktur haben, so daf3 gezielt Varianten synthetisiert werden
konnen, die beispielsweise wasser- oder lipidldslich sind,
Zellmembranen durchdringen konnen oder von ihnen zu-
rickgehalten werden oder auf der Oberfliche oder in der
Zellmembran verankert werden konnen. Derartige Abfang-

916 © VCH Verlagsgesellschaft mbH, W-6940 Weinheim, 1992

reagentien witrden ein detailliertes rdumliches und zeitliches
ESR-Imaging von "NO unter physiologischen Bedingungen
ermdglichen.

1,2-Bis(isopropyliden)cyclohexa-3,5-dien (=7,7,8,8-Tetra-
methyl-ortho-chinodimethan) 1 schien den genannten An-
forderungen zu geniigen. In der Tat hat diese Verbindung
unsere Hoffnungen auf einen mafBigeschneiderten cheletro-
pen Spinfinger fiir "NO erfiillt: Sie reagiert wirkungsvoll mit
‘NO zum erwarteten 1,1,3,3-Tetramethylisoindolin-2-oxyl-
Radikal (TMIO) 2. Wir haben 1 deshalb NOCT-1 (¥itric
Oxide Cheletropic Trap 1) genannt. Das aus 1 und "NO
gebildete Nitroxid 2 ist fiir quantitative ESR-Messungen
sehr geeignet, denn es ist bei Raumtemperatur vollkommen
stabil und kann sogar in reiner Form isoliert werden!*3.

1 wurde durch Photodecarbonylierung von 1,1,3,3-Tetra-
methyl-2-indanon 3 in Pentan, Hexan oder Acetonitril er-
zeugtU# [GL. (f)]. Es ist eine recht kurzlebige Zwischenstufe

o NV, +*NO_ N-O*  (f)
-co
3 1 2
(NOCT-1) (TMIO)

(Halbwertszeit bei 20°C ca. 9 min!**!) und wurde deshalb
nicht aus der Reaktionslosung isoliert!*®!. Gliicklicherweise
erwies sich dies bei den Folgeuntersuchungen auch als nicht
notwendig, da sich das Ausgangsketon 3 und das Hauptend-
produkt der Photolyse, o-Isopropyl-a-methylstyrol, inert ge-
geniiber "NO verhalten.

Nach dem Mischen einer kalten, verdiinnten (ca. 1072 M)
und sauverstofffreien Losung von 1 in einem organischen L6-
sungsmittel mit verdiinnten (1072 - 4x10~° M) Ldsungen
von "NO (im gleichen Losungsmittel) wurden ,,augenblick-
lich** (d.h. nach der bis zur Aufnahme benétigten Zeit von
ca. 1 min) die charakteristischen Drei-Linien-ESR-Spektren
zweier unterschiedlicher Nitroxid-Radikale beobachtet. Ein
Vergleich mit dem ESR-Spektrum von reinem 23! bewies,
daB es sich bei dem einem Radikal tatsichlich um 2 handelte,
denn das zugehorige Signal wies in den verschiedenen Lo-
sungsmitteln exakt die gleichen Stickstoff-Hyperfeinaufspal-
tungen und g-Werte auf [z.B. ay =1.452(3) mT, ai. =
0.630(5) mT (4'3C), g = 2.00589(1) in Acetonitril, 14°C].
‘NO ist folglich entsprechend Gleichung (f) abgefangen wor-
den!7!. Das zweite Nitroxid-ESR-Signal zeigte die charakte-
ristischen spektroskopischen Merkmale [y = 2.712(5) mT,
@13 = 0.77(1) mT (1'3C), g =2.00565(1)] eines Alkoxy-
nitroxids. Wir ordnen dieses Spektrum vorldufig dem Ni-
troxid-Radikal 4 zu, was bedeutet, dal "NO,!!3! ebenfalls
von 1 abgefangen wurde [GL. (g)].

. " ,o*
+ N02 N @
O

Als nachstes setzten wir 1 zur Verfolgung der "NO-Bildung
in einer Kultur von Leber-Makrophagen, den Kupffer-Zel-
len, ein. Die Kupffer-Zellen wurden wie beschrieben!!® 201
durch Collagenase-Perfusion der Leber von weiblichen Wi-
star-Ratten isoliert. In einer ersten Serie von Experimenten
wurden ca. 1.5x1077 Mol 1 in 0.2 mL CH,CN direkt in die
iiber den Kupffer-Zellen stehende Pufferlosung gegeben!?!!,
Nach unterschiedlich langer (5-60 min) Inkubation bei
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Abb. 1. ESR-Spektrum (9.4 GHz, n-Hexan, 14°C) von 2, aufgenommen nach
30 min Inkubation von Kupffer-Zellen in Gegenwart von 1.

37°C wurde das Medium mit 0.8 mL n-Hexan extrahiert, die
organische Phase in ein Quarz-ESR-Rohr iibergefiihrt und
geloster Sauerstoff durch Spiilen mit Argon entfernt. Alle
Losungen lieferten die ESR-Signale von 2 (Abb. 1)1?21, Trotz
der relativ unvorteilhaften, aus der kurzen Lebensdauer und
der geringen Loslichkeit von 1 in Wasser resultierenden Be-
dingungen bei diesen Experimenten zeigt allein die Tatsache
des einfachen Nachweises von 2, daB} wir es mit einem sehr
effektiven und schnell reagierenden cheletropen Finger fiir
"NO zu tun haben. Nach 30 min Inkubationszeit!??! betrug
die Gesamtmenge des Nitroxids 2 in n-Hexan ca.
0.025 nmol™®3!, Mit der bekannten "NO-Bildungsgeschwin-
digkeit unter diesen Bedingungen (ca. 0.40 nmol pro Kultur-
réhrchen in 30 min)'2! folgt, daB wir ca. 6% des erzeugten
Stickstoffmonoxids abgefangen haben!?#.,

In einer zweiten Serie von Experimenten wurde die gleiche
Menge 1 zu ca. 1 mL n-Hexan gegeben, die wiBrige Zellkul-
turlésung damit iiberschichtet und die Zellen iiber die glei-
chen Zeitrdume inkubiert. Trotz der Tatsache, daB3 gebildetes
“NO nun durch die waBrige Phase (ca. 2 mm) diffundieren
muBte, um 1 in der Hexanphase zu erreichen, erhielten wir
die ESR-Signale von 2, wenn auch erheblich schwécher als in
der ersten Versuchsserie.

Wegen seiner spezifischen physikalischen und chemischen
Eigenschaften ist NOCT-1 1 sicherlich noch kein praktika-
bles Reagens zur Verfolgung der "NO-Bildung in biologi-
schen Systemen. Unsere Absicht war jedoch nur zu zeigen,
daB "NO durch 1 abgefangen wird und dal} mit 1 somit eine
vielversprechende Grundlage fiir die Entwicklung einer Fa-
milie strukturell verwandter NOCTs geschaffen ist. Man
kann mit gutem Grund annehmen, da} ein wasserlosliches
und ldngerlebiges NOCT geeigneter fiir das Abfangen von
‘NO unter Zellkulturbedingungen sein wird. Entsprechende
Modifikationen von 1 werden gegenwirtig synthetisiert und
untersucht.

Es ist wichtig festzuhalten, dal "NO von 1 in diesen Zell-
kulturexperimenten abgefangen wird und man charakteri-
stische ESR-Spektren erhilt, obwohl (notwendigerweise)
Sauerstoff anwesend ist. Kinetikmessungen belegen, daB die
Lebensdauer von 1 nicht durch molekularen Sauerstoff, die
Losungsmittelpolaritit oder den pH-Wert beeinflufit
wird[?51 Selbst wenn 1 mit O3, HO" oder einer anderen
Form von ,,aktivem Sauerstoff** reagieren sollte, wire(n) das
(die) Produkt(e) ESR-inaktiv. Die einzigen Ausnahmen von
dieser Regel sind "NO und ‘NO,.

Eingegangen am 17. Januar 1992 [Z 5127]
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