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Design neuartiger, nichtpeptidischer Thrombin-
Inhibitoren und Struktur eines Thrombin-
Inhibitor-Komplexes **

Ulrike Obst, Volker Gramlich, Frangois Diederich *,
Lutz Weber* und David W. Banner

Professor Albert Eschenmoser zum 70. Geburtstag gewidmet

Bei unseren Arbeiten iiber Wirt-Gast-Wechselwirkungen ha-
ben wir zu einer Reihe von Substraten Rezeptoren entworfen
und synthetisiert!'). Inzwischen wurden an Enzymen Réntgen-
strukturanalysen mit hoher Aufldsung durchgefiihrt, so daf3
nun mit Hilfe von Molecular-Modeling-Methoden der umge-
kehrte Proze3 moglich ist und Inhibitoren fiir diese Enzyme
rational konstruiert werden konnen. Dabei sollte nicht, wie frii-
her iiblich, das Substrat des Enzyms als Modell dienen, sondern
es sollte ein kleines, zum aktiven Zentrum des Enzyms im Hin-
blick auf ionische, Wasserstoffbriickenbindungs- und Disper-
sionswechselwirkungen komplementires Molekiil de novo ent-
worfen werden. Fiir ein solches Vorgehen sind die Enzyme am
besten geeignet, deren aktives Zentrum klar definierte und fi-
xierte Bindungstaschen aufweist. Diese Bedingung erfiillt zum
Beispiel Thrombin, eine dem Trypsin dhnliche Serin-Protease*!,
die bei der Blutgerinnung eine zentrale Rolle spielt!®!. Substrat
des Thrombins ist das im Blutplasma geldst vorliegende Fibri-
nogen. Es wird selektiv an den Peptidbindungen nach Arginin
gespalten, wodurch polymerisierbares Fibrin entsteht. Throm-
bin aktiviert eine Reihe fiir die Blutgerinnung wichtiger Fakto-
ren und ist zudem ein Hauptaktivator der Pldttchenaggregation.
Eine selektive Hemmung von Thrombin kénnte helfen, lebens-
gefihrlichen thrombotischen Prozessen vorzubeugen. Es stan-
den mehrere rontgenographisch ermittelte Strukturen von
Thrombin-Inhibitor-Komplexen zur Verfiigung'!, die geeignet
waren, wichtige und fiir die Inhibitorwirkung notwendige
Wechselwirkungen zu studieren. Im aktiven Zentrum von
Thrombin gibt es drei Bindungstaschen (siehe Abb. 1). Die Er-
kennungstasche S1 mit der Carboxylatgruppe von Asp189 am
Boden dient zur Bindung der Guanidinium- und Ammonium-
Gruppen von Arginin bzw. Lysin. Eine groBe hydrophobe
Tasche (D-Tasche; D steht fir distal, d. h. entfernt vom kataly-
tisch aktiven Zentrum™") wird bevorzugt durch Arenringe be-
setzt, die eine (CH-r)-Aren-Aren-Wechselwirkung mit dem sich
dort befindenden Indolring von Trp215 eingehen. Das natiir-
liche Thrombin-Substrat Fibrinogen bindet in dieser Tasche mit
der Benzylgruppe eines Phenylalanins. Eine zusitzliche, kleinere
hydrophobe Tasche befindet sich in der Néhe des katalytisch
aktiven Zentrums (,.proximal®, P-Tasche!*"). Diese Tasche
wird im Thrombin-Fibrinogen-Komplex durch Valin besetzt.
Unser Ziel war es, ein nichtpeptidisches, cyclisches Templat zu
entwickeln, an dem in passender rdumlicher Anordnung drei
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Abb. 1. Schematische Darstellung des im aktiven Zentrum von Thrombin Energie-
minimierten Inhibitors 1.

Seitenarme angebracht werden konnen, mit denen die drei Bin-
dungstaschen des Enzyms zu erreichen sind (je ein hydrophober
Seitenarm fiir die P- und die D-Tasche und ein aromatischer
Rest mit einer basischen Gruppe fiir die Erkennungstasche S1
des Enzyms). Das Templat sollte konformativ moglichst starr
sein, um zum einen einen hydrophoben Zusammenbruch'®! der
Seitenarme zu verhindern und zum anderen bei der Bindung an
das Enzym moglichst wenige Freiheitsgrade zu verlieren. Wei-
terhin sollte das Templat eine H-Briicken-Acceptor-Funktion
(z.B. eine Carbonylgruppe) enthalten, um eine in allen bekann-
ten Thrombin-Inhibitor-Komplexen vorhandene Wasserstoff-
briickenbindung zum Amid-NH von Gly216 bilden zu kénnen.
Dariiber hinaus sollte die Synthese des Templats einfach und
kurz sein und eine Variation der Seitenketten erlauben, um bei
Folgearbeiten eine weitere Optimierung beziiglich Affinitdt und
Selektivitit durch kombinatorische Synthese an einer Festphase
zu ermoglichen. Das Design des Zielmolekiils wurde mit den
Programmen Insight 1I und Discover!”) durchgefiihrt, wobei
das CVFF-Kraftfeld verwendet wurde. Ein Resultat des Mode-
lings war zunichst das Molekiil 1, das weder zum natiirlichen
Thrombin-Substrat Fibrinogen noch zu bisher bekannten syn-
thetischen Thrombin-Inhibitoren strukturell dhnlich ist. Dieses
Molekiil kann eine Reihe von Wechselwirkungen mit dem En-
zym eingehen (Abb. 1): 1) eine Salzbriicke zwischen der Amidi-
nium-Gruppe des Inhibitors und der Carboxylatgruppe von
Asp189 in der Erkennungstasche S1 des Enzyms, 2) zwei Was-
serstoffbriickenbindungen vom Gly216-NH und vom Tyr60A-
OH zu den Carbonylgruppen des Succinimids, 3) T-formige
Wechselwirkungen zwischen dem Indolring von Trp215 in der
D-Tasche des Enzyms und der Benzylgruppe des Inhibitors, die
auBerdem von den hydrophoben Resten von Ile174 und Leu99
flankiert wird (in Abb. 1 nicht dargestellt), und 4) Kontakte
zwischen zwei Methylgruppen des Inhibitors und der hydropho-
ben P-Tasche von Thrombin.

Die Synthese von 1 (Schema 1) begann mit einer 1,3-Dipola-
ren Cycloadditionsreaktion (Dreikomponentenreaktion) zwi-
schen einem in situ aus 4-Bromphenylalanin 2 und Aceton 3
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Schema 1. Synthese der als Thrombin-Inhibitor entworfenen Verbindung 1 als race-
misches Gemisch: a) Toluol, RiickfluB, 68 h, 25%; b) HCHO, HCO,H, 100°C,
10 h, 81%:; ¢) CaCN, DMF, Rickflul, 56 h, 63%; d) HCI, MeOH, 4°C, 48 h;
e) NaHCO,; f) NH,CI, MeOH/H,0, 65°C, 3 h, 57%.

unter Decarboxylierung hergestellten Azomethin-Y1id!® und
N-Benzylmaleinimid 4. Der Pyrrolidin-Stickstoff des Cycload-
dukts 5! wurde methyliert (6) und danach der Bromsubstituent
in eine Cyanogruppe berfiihrt. Die Umwandlung des Nitrils 7
in das Amidin 1 erfolgte in einer Pinner-Reaktion!°l.

Bei der Herstellung des bicyclischen Templats durch 1,3-Di-
polare Cycloaddition ist es auch mdglich, eine um eine
CH,-Gruppe kiirzere basische Benzamidinium-,, Nade]** 4!
iber 4-Cyanobenzaldehyd einzufithren (Schema 2). Die Verbin-
dungen 11a—m sind wesentlich leichter zuginglich als das
analoge CycloadduktS. Auflerdem ergeben sich auf diese
Art in einer kombinatorischen Synthese mehr Moglichkeiten
zur Variation des ,,oberen‘‘ Seitenarms. Um die Struktur des
bei der Cycloaddition
hauptsichlich gebildeten
Diastereomers (entstan-
den aus einem anti-
Ylid, endo-Ubergangszu-
stand)) zu bestimmen,
wurde eine Vorstufe, das
Nitril  12b, rdntgeno-
graphisch  analysiert!!?
(Abb. 2). Diese Verbin-
dung hat im Kristall eine
andere Konformation als
fiir die Bindung des ent-
sprechenden Endpro-
dukts 14b an Thrombin
notwendig ist. So erkennt
man intramolekulare
(CH-m)-Aren-Aren-Wech-
selwirkungen und eine
falsche Konformation
des Pyrrolidinrings. Allerdings lassen sich aus der Struktur des
Nitrils 12b im Kristall keine Aussagen iiber die Konformation des
Amidins 14b in Lsung oder im aktiven Zentrum von Thrombin
ableiten.

Die urspriinglich vorgeschlagene Verbindung 1 hatte als race-
misches Gemisch gegeniiber Thrombin einen K-Wert von
18 um¥ (zum Vergleich: fiir Benzamidin betrigt der K-Wert
300 um™el). Die Verbindungen 14a—m mit der um eine CH,-
Gruppe kiirzeren Benzamidinium-,,Nadel* sind insgesamt we-
sentlich aktiver (Tabelle 1). Durch das starre Grundgeriist und

Abb. 2. Struktur von 12b im Kristall.
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Schema 2. Synthese der Benzamidiniumchloride 14a--m als Analoga zu 1: 1) DMF,
80°C, 5 h; b) HCHO, HCO,H, 100°C, 10 h; ¢) Ac,0, Pyridin, 0°C — Raumtempe-
ratur, 2 h; dy HCL, MeOH, 4°C, 48 h; ) NH,, MeOH, 65°C, 3 h. Fiir die Reste
R*-R* siche Tabelle 1. Auf allen Stufen entstehen racemische Gemische.

Tabelle 1. Aktivititen der Thrombin-Inhibitoren 14a-m und ihre Selektivititen
beziiglich der Bindung an Trypsin.

Verb. R! R? R? K; [um] Selektivitit {a]
14a Me H Bn 1.1 4.6
14b Me Me Bn 0.67 7.3
l4c Me Ac Bn 170 2.5
14d Me H Bu 11 1.3
14e Me Me Bu 29 7.6
141 Me Ac Bu 160 23
14g Bu H Bn 1.5 3.4
14h iBu Me Bn 1.0 2.8
14i —(CH,),- Bn 0.22 12
14j —(CH,);— Piperonyl [b] 0.09 7.8
14k —(CH,);— Cyclohexyl- 0.35 15
methyl

141 —(CH,),- Bn 10 0.6
14m ~CH,SCH, - Piperonyl [b] 0.44 20

)
fa] K, (Trypsin)/K; (Thrombin). [b] Piperonyl =§ O
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die ebenfalls starre Aufhingung der
,,Nadel* sind diese Molekile konfor-
mativ stirker eingeschriankt als 1 und
eignen sich deshalb gut fiir Struktur-
Aktivitits-Betrachtungen. Von ihnen
kann erwartet werden, daB3 sie alle dem
gleichen Bindungsmodus folgen.

Am ,,rechten‘ Pyrrolidin-Stickstoff
wurden drei Modifikationen erprobt.
Dabei zeigte sich, daB methylierte Ver-
bindungen (14 b, e, h) aktiver als nicht-
methylierte (14a, d, g) sind, wihrend
eine Acetylierung (14¢, f) eine drasti-
sche Abnahme der Aktivitit zur Folge
hat. Dafiir sind zwei Erkldrungen
denkbar: 1. Durch die Acetylierung er-
folgt eine Konformationsénderung des
Ringsystems, 2. der Pyrrolidinrest bin-
det bevorzugt im protonierten Zu-
stand und verliert durch die Acetylie-
rung die Fahigkeit, in diesem Zustand vorzuliegen. Die besten
Affinitdten zu Thrombin (niedrigste K,-Werte) werden erzielt,
wenn auf der rechten Seite noch ein Fiinfring angeschlossen
wird (14i-k). Bei einem Sechsring (141) nimmt die Aktivitdt
wieder ab, da diese gréf3ere hydrophobe Gruppe wahrscheinlich
im Thrombin ein in der Nidhe des katalytisch aktiven Ser195
vorhandenes Wassermolekiil verdrangt. Auch ein Thiazolidin-
ring (14m) ist wahrscheinlich schon zu grof3. Die am Succini-
mid-Stickstoff angebrachten Substituenten fiir die ,,Aryl-Bin-
dungstasche'* (D-Tasche) haben einen etwas geringeren EinfluBl
auf die Aktivitdt. Butyl, Benzyl und Cyclohexylmethyl als Sub-
stituenten fithren zu keinen groBen Unterschieden; die beste
Aktivitdt wurde bis jetzt mit einem Benzodioxol-5-ylme-
thyl(=Piperonyl)-Substituenten (14j, K, = 90 nM) erzielt.

Der Bindungsmodus dieser bis jetzt aktivsten Verbindung
wurde mit Hilfe einer Réntgenstrukturanalyse!* ! am Komplex
mit Thrombin aufgekldrt. Der Inhibitor befindet sich in der
erwarteten Weise im aktiven Zentrum von Thrombin (Abb. 3
und 4). Wie aufgrund der Starrheit des Molekiils und der

C} Tyr 60A

schwach ist.

/~o"
Q
H-N\\
Trp 215

Gly 216

Asp 189

ADbb. 3. Schematische Darstellung der Wechselwirkungen von 14j mit Thrombin
laut Rontgenstrukturanalyse.
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Abb. 4. Stereodarstellung der Differenzelektronendichten von 14j (gestrichelt), Thrombin (diinne Linien) und einem
Modell des Inhibitors (dicke Linien), erhalten wie in Lit. [15] beschrieben. Die sehr kleinen Peaks stellen Wassermo-
lekiile oder kleine Verdnderungen des Proteins gegeniiber dem (unverfeinerten) Modell dar. Vergleichsrechnungen
zeigten, daBl die Elektronendichte der Carbonylgruppen wegen der endlichen Fourier-Reihen bei dieser Auflosung

Ergebnisse des Modelings zu erwarten war, wird nur das
(3aS,4R,8aS5,8bR)-Enantiomer des racemischen Gemisches im
Kristall gefunden.

Die Benzamidinium-Seitenkette bindet gut in der Erken-
nungstasche S1 des Enzyms, sie geht dort Wasserstoffbriicken-
bindungen mit der Carboxylatgruppe von Asp189, mit der Car-
bonylgruppe von Gly219 und mit einem am Boden der Tasche
vorhandenen Wassermolekiil ein. Eine Carbonylgruppe des In-
hibitors fungiert als H-Briicken-Acceptor fiir das Gly216-NH,
die andere befindet sich in der P-Tasche des Enzyms. Bei der
Uberfithrung dieser Carbonylgruppe aus der wafBrigen Losung
in die kleine hydrophobe P-Tasche muB zunéchst Energie aufge-
wendet werden, um sie zu desolvatisieren. Bei der Bindung des
Inhibitors an Trypsin dagegen ist eine solche Desolvatisierung
nicht notig, da bei diesem Enzym die Schleife fehlt, aus der bei
Thrombin die P-Tasche gebildet wird. Diese Annahme erklirt
die relativ geringe Selektivitit (maximal Faktor 20) der gesam-
ten Klasse von Inhibitoren fiir Thrombin gegeniiber Trypsin
(siehe Tabelle 1). Eine weitere Wasserstoffbriickenbindung wird
zwischen Tyr60A und einem Sauerstoff der Piperonylgruppe
gebildet, wihrend sich der aromatische Teil der Piperonylgrup-
pe in der D-Tasche des Enzyms befindet und die erwartete CH-
n-Wechselwirkung mit dem sich dort befindenden Trp215 ein-
geht.

Dieser Inhibitor ist, insbesondere im Hinblick auf seine Selek-
tivitdt, noch nicht optimal. Trotzdem zeigen unsere Ergebnisse,
daB es mit einem rationalen Ansatz, wie dem von uns verfolgten,
moglich ist, in relativ kurzer Zeit neue Leitstrukturen fiir En-
zym-Inhibitoren zu entwickeln.

Die Synthese mit Hilfe einer 1,3-Dipolaren Cycloaddition
birgt ein groBes Potential fiir strukturelle Variationen. Als Re-
agentien zur Erzeugung eines Azomethin-Ylids! !? sind nahezu
alle z-Aminosduren, viele Carbonylverbindungen und als Dipo-
larophile die meisten elektronenarmen Olefine oder Acetylene
denkbar. Untersuchungen zur 1,3-Dipolaren Cycloaddition mit
Azomethin-Yliden an Festphasen sind gegenwirtig im Gange,
um mit Hilfe kombinatorischer Methoden am Harz Thrombin-
Inhibitoren mit besserer Aktivitit und Selektivitdt sowie guten
pharmakologischen Eigenschaften zu finden.

Experimentelles

11j: Ein Gemisch aus Prolin 9i (1.15 g, 10 mmol), 8 (1.31 g, 10 mmol) und N-Pip-
eronylmaleinimid 10 (2.31 g, 10 mmol) wude in DMF (10 mL) 5 hauf 80 *C erhitzt.
Das Losungsmittel wurde im Hochvakuum entfernt und der Riickstand chromato-
graphisch iiber Kieselgel getrennt (Hexan/AcOEt/NEt, 49.5/49.5/1). Ausbeute
37%;; Farblose Nadeln; Schmp. 176-179 °C (aus Methanol).
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14j: In eine Lésung von 11 (831 mg, 2 mmol) in wasserfreiem CHCl,/CH,OH 5/1
(6 mL) wurde bei 0°C 10 min trockenes HCI eingeleitet. Danach wurde das Reak-
tionsgemisch 2 Tage bei 4 °C stehen gelassen. Der nach Zugabe von Et,0 ausfallen-
de Feststoff wurde getrocknet und mit Sproz. NaHCO,-Lésung (8 mL) und CHCI,
(20 mL) versetzt. Es wurde schneil ausgeschiiitelt und die wéBrige Phase noch zwei-
mal mit Chloroform extrahiert. Die organische Phase wurde iiber Na,SO, getrock-
net und die Losungsmittel abdestilliert. Der Riickstand wurde in MeOH (7 mL)
gelost, NH, C1 (150 mg) in H,0 (1.5 mL) zugegeben und das Gemisch 3.5 h bei 65 °C
geriihrt, Nach dem Abkiihlen wurden die Losungsmitte] abdestiliiert und der Riick-
stand chromatographisch getrennt (RP18-Kieselgel, Gradient von H,O in MeOH).
Ausbeute 40 % ; farbloses Pulver; Schmp. 177-181 °C; IR (KBr): % =1701 (C = 0},
1678 (C=N)em™!; '"H-NMR (250 MHz, (CD,),SO): 6 =1.68 (m, 2H), 1.98 (m,
2H), 245 (m, 1H), 2.77 (m, 1H), 3.47 (d, J =7.8 Hz, 1 H), 3.56 (m, 1 H), 3.76 (t,
J=83Hz 1H), 422 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 4.33 (s, 2H), 6.02 (s, 2H), 6.67, 6.88
(AB,J =7.8 Hz, 2H), 6.70 (s, 1 H), 7.44, 7.71 (AB, J = 8.2 Hz, 4H}, 9.08 (s, 2H),
9.38 (s, 2H); **C-NMR (62.5 MHz, (CD;),S0O): é = 23.0, 29.0, 41.2, 48.6, 50.3,
67.4,67.5,101.0,108.1, 108.2, 121.2, 126.5, 127.5, 128.7, 129.7, 145.6, 146.6, 147.2,
165.4,175.4, 178.1; ESI(Elektrospray)-MS: m/z: 433.4 (IM + H]*, 100 %); befrie-
digende C,H,N,Cl-Analyse.
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[14] Die Aktivitdten der Thrombin-Inhibitoren wurden nach R. Lottenberg, J. A.
Hall, J. W. Fenton, G. M. Jackson, Thromb. Res. 1982, 28, 313, bestimmt (chro-
mogenes Substrat S-2238).

[7
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[15] Die Daten (75% vollstindig bis zu einer Aufldsung von 3.16 A) wurden gemes-
sen und verarbeitet wie in Lit. [4b] und [4 ¢] beschrieben. Zur Berechnung der
Differenzelektronendichte (Abb. 4) wurden als Koordinaten fiir Protein und
Wasser die von menschlichem Thrombin verwendet (verfeinert bei einer Aufls-
sung von 2.6 A, siche Abb. 4 von Lit. [4c)). Trotz der nur méBigen Qualitdt der
Daten konnte der Bindungsmodus des Inhibitors eindeutig bestimmt werden.
Nach der Verfeinerung von Protein und Inhibitor war der kristallographische
R-Wert bei akzeptabler Geometrie 0.129 fiir 7043 Reflexe mit F > o (Stan-
dardabweichung fir die Bindungslingen 0.012 A, fir die Bindungswinkel
2.0°). Die Atome des Inhibitors haben einen durchschnittlichen B-Wert von
50 A, ein wesentlich héherer Wert als bei den Atomen des Proteins. Entweder
sind die Inhibitorpositionen nicht voll besetzt oder er tritt in mehreren dhnli-
chen Konformationen auf. Wir haben dieses Resuitat kiirzlich bei héberer
Aufldsung (1.9 A) in einer anderen Kristallform (C2) bestitigt. Details dieser
besser bestimmten Struktur werden an anderer Stelle ausfiihrlich verdffentlicht
werden.

Rhodium-katalysierte Hydroformylierung
innerer Alkine zu «,f-ungesittigten Aldehyden**

John R. Johnson, Gregory D. Cuny und
Stephen L. Buchwald *

Wiéhrend die Hydroformylierung von Alkenen ein intensiv
untersuchter und industriell wichtiger ProzeB ist!), wurde der
Hydroformylierung von Alkinen bislang wénig Interesse entge-
gengebracht. Erste Versuche zur Alkin-Hydroformylierung mit
Cobalt- und Rhodiumkatalysatoren fithrten zur Bildung von
gesittigten Aldehyden™ 3l Diese kénnen entweder, wie bei in-
neren Alkinen®*l, durch Hydrierung der intermediir entste-
henden ungeséttigten Aldehyde gebildet werden, oder wie im
Fall der terminalen Alkine!® 3!, durch die Hydroformylierung
eines Alkens aus einer vorgeschalteten Alkin-Hydrierung ent-
stehen.

Nur sehr wenige Arbeiten beschiftigen sich mit der selektiven
Hydroformylierung von Alkinen zu ungesittigten Aldehyden.
Konjugierte Enine lassen sich in geringen Ausbeuten mit einem
Rhodiumkatalysator zu Formylbutadienen hydroformylie-
ren'®!. Auch Diphenylacetylen kann unter Hydroformylierungs-
bedingungen (30 atm CO/H,, 80°C) in geringen bis méBigen
Ausbeuten zu 2,3-Diphenylpropenal umgesetzt werden!®* <1, Je-
doch waren Versuche, diesen Reaktionstyp auf andere Alkine zu
iibertragen, nur wenig erfolgreich[®<l. Aus -Alkinylaminen ent-
stehen in Rhodium-katalysierten Hydroformylierungen substi-
tuierte Pyrrole!”), wobei «,B-ungesiittigte Aldehyde als Zwi-
schenstufen postuliert werden. Ahnliche Carbonylierungsreak-
tionen von Alkinen sind bekannt: Die Hydrocarboxylierung
und die Hydrocarbalkoxylierung von Alkinen gelingt unter Pal-
ladiumkatalyse und fithrt zu (E)-konfigurierten ungeséttigten
Carbonsiduren®! bzw. ungesittigten (E)-Carbonsiureestern!®!.
Mit Rhodiumkatalysatoren wurden Alkine in Gegenwart von
Trialkylsilan und CO zu g-Silyl-2-enalen silylformyliert!* %, wo-
bei ein hohes Maf3 an Regioselektivitdt bei der Umsetzung von
terminalen Alkinen erreicht wurde. Disubstituierte Alkine hin-
gegen wurden mit nur geringer Selektivitdt silylformyliert(*l,
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