ZUSCHRIFTEN

werden, die desaktivierende sterische Wechselwirkungen ver-
meiden und durch Ausrichtung von Dipolen Reagentien dirigie-
ren. Die bei der Addition an das Bisacetal 15 beobachtete Dia-
stereoselektivitdt illustriert die dirigierende Kraft starker
Dipolmomente. Weitere Anwendungen dieses Prinzips in der
organischen Synthese, insbesondere fiir die Totalsynthese des
Diepoxins o, sind das néchste Ziel.
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Pulver-Rontgenstrukturanalyse von rotem
Fluorescein, einer relativ komplexen organischen
Verbindung; Strukturlosung mit einer allgemein
anwendbaren Monte-Carlo-Methode**

Maryjane Tremayne, Benson M. Kariuki und
Kenneth D. M. Harris*

Fluorescein findet seit seiner ersten Darstellung vor mehr als
100 Jahren!"! breite Anwendung, unter anderem in den Biowis-
senschaften und der Augenheilkunde. Es gibt mehrere feste For-
men von Fluorescein, die sich in ihren Eigenschaften, vor allem
in ihrer Farbe, unterscheiden. Ein besseres Verstdndnis der
Eigenschaften von Fluorescein im besonderen und von kristalli-
nen Substanzen im allgemeinen hidngt mafgeblich von der
Kenntnis ihrer Kristallstrukturen ab. Die verschiedenen For-
men des festen Fluoresceins sind nur als mikrokristalline Pulver
erhiltlich, was eine konventionelle Einkristall-Rdntgenstruk-
turanalyse unmoglich macht. Anhand von Infrarot-12* und Fest-
korper-'*C-NMR-spektroskopischen Daten' lassen sich drei
Fluoresceinformen unterscheiden (Schema 1): 1) rotes Fluores-
cein mit Chinoidstruktur I, 2) gelbes Fluorescein mit zwitterio-
nischer Struktur IT und 3) farbloses Fluorescein mit Lacton-
struktur III. Wir berichten hier iiber eine Kristallstruktur-

bestimmung des roten Fluoresceins durch Pulver-Réntgenbeu-
gungsanalyse. Es ist bekannt,!*#! daB auf unterschiedliche Art
und Weise hergestellte Proben von rotem Fluorescein verschie-
dene Pulver-Rontgenbeugungsdaten ergeben, und es wurde viel
tber die Anordnung der Fluoresceinmolekiile in diesen unter-
schiedlichen Materialien spekuliert.!!

Neben Fluorescein gibt es viele andere wichtige organische
Verbindungen, von denen keine Einkristalle ausreichender
GroBe und Qualitdt fiir Rontgenstrukturanalysen erhéltlich
sind und itber deren Struktur nur Pulver-Réntgenbeugungsda-
ten AufschluB geben kénnen.!®™ Kristallstrukturbestimmung
durch Pulver-Réntgenbeugungsanalyse bringt jedoch intrin-
sische Probleme mit sich, die vor allem auf starke Signal-
Uberlappungen in den Pulver-Beugungsdiagrammen zuriickzu-
fiithren sind. Diese Signaliiberlappungen beeintrichtigen die Zu-
verldssigkeit der dem Pulver-Beugungsdiagramm direkt ent-
nehmbaren Intensititsinformation. Da die traditionellen
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Techniken der Strukturldsung (direkte und Schweratommetho-
de) auf genaue Intensitdtsdaten angewiesen sind, kénnen dem
Erfolg dieser Methoden enge Grenzen gesetzt sein. Die Losung
der Kristallstruktur organischer Verbindungen mit aus kristal-
lographischer Sicht ,,gleichen Atomen* (d. h. sie enthalten nur
C, H, N oder O) anhand von Pulver-Réntgenbeugungsdaten ist
eine grofle Herausforderung, da die Anzahl geniigend intensiver
Intensitdten im Bereich hoher Beugungswinkel stark abnimmt,
und da bei diesen Verbindungen ein hoher Prozentsatz (minde-
stens 50%) der Atome bereits im Stadium der Strukturlésung
gefunden werden muB, damit die nachfolgende Strukturverfei-
nerung erfolgreich durchgefiihrt werden kann. Aufgrund dieser
Schwierigkeiten gibt es nur wenige ,,gleichatomige® Verbindun-
gen, deren Strukturen unbekannt waren und erst anhand von
Pulver-Beugungsdaten ermittelt werden konnten.[® =11 Mit ei-
ner Ausnahme!®) hat man sich in allen diesen Fillen die vor-
herige Kenntnis der Molekiilstruktur zu Nutze gemacht, indem
man sie als starres Molekiilfragment in die Strukturlésung inte-
griert hat. Sicherlich ist die Erweiterung auf flexible Molekiil-
fragmente essentiell, um eine generelle Anwendung dieser Me-
thode auf alle Typen organischer Verbindungen zu gewéhr-
leisten.

Zur Losung ,.gleichatomiger Strukturen anhand ihrer Pul-
ver-Beugungsdaten eignet sich die Monte-Carlo-Methode,!*! ~17!
die keine Intensitdtsinformationen direkt aus dem Pulver-Beu-
gungsbild benotigt. Damit wird das Hauptproblem der Struk-
turlésung anhand von Pulver-Beugungsdaten umgangen. Die
Kristallstrukturbestimmung des roten Fluoresceins ist die erste
Anwendung unserer Monte-Carlo-Methode zur Struktur-
losung, in der das Molekiil nicht als starres Strukturfragment
behandelt wird. Es ist darliber hinaus die erste Kristallstruktur-
bestimmung anhand von Pulver-Beugungsdaten fiir eine
,gleichatomige* organische Verbindung mit mehr als zwanzig
Nicht-Wasserstoffatomen in der asymmetrischen Elementarzel-
le.

Das Pulver-Rontgenbeugungsdiagramm des roten Fluores-
ceins wurde mit Synchrotron-Rdntgenstrahlung aufgenom-
men,''® und die Zellparameter sowie die Raumgruppe wurden
direkt aus dem Beugungsdiagramm bestimmt.12%) Die Struktur-
16sung durch Monte-Carlo-Rechnung erfolgte mit dem Pro-
gramm OCTOPUS,!??1 wobei das komplette Fluoresceinmole-
kil (ohne Wasserstoffatome) als Strukturfragment fungierte.
Dieses wurde unter Verwendung von Standardbindungsldngen
und -winkeln konstruiert; alle C-O-Bindungslidngen wurden als
gleich lang angenommen. Die Benzoesdure- und die Hydroxy-
xanthenon-Einheiten wurden beide als planare starre Gruppen
behandelt, der a priori unbekannte Interplanarwinkel zwischen
den beiden Einheiten wurde in der Monte-Carlo-Rechnung
durch Rotation der C-C-Bindung variiert. Bei der Erzeugung
von Strukturmodellen gemil dem Monte-Carlo-Algorithmus
wurden unter Variation dieses Winkels gleichzeitig Translation
und Rotation des Strukturfragments innerhalb der Elementar-
zelle durchgefihrt. Die Ausgangswerte aller die Position, Orien-
tierung und Molekiilgeometrie des Strukturelements definieren-
den Freiheitsgrade waren willkiirlich. Die beste Strukturldsung
(d.h. der niedrigste R, -Wert) entsprach einem R, von 31.6%;
typischerweise betrugen die mit Monte-Carlo-Rechnung erhal-
tenen (und zu ,,falschen* Positionen des Strukturfragments ge-
hérenden) R, -Werte ca. 54 %. Einige wenige andere Strukturen
hatten R, -Werte von <39.4% und lagen dicht bei der besten
Lésung; die ,korrekte™ Strukturlésung laBt sich nach den R, -
Werten klar von den ,falschen Positionen des Strukturfrag-
ments unterscheiden.

Die beste nach der Monte-Carlo-Rechnung erhaltene Struk-
turlésung wurde als Ausgangsmodell fiir die Rietveld-Verfeine-
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rung unter Verwendung des Programms SR15LS!?3! herangezo-
gen. Die Positionen aller Atome wurden unter Auferlegung geo-
metrischer Restriktionen verfeinert, und die isotropen Atom-
Auslenkungsparameter wurden auf physikalisch plau-
sible Werte fixiert (und nicht verfeinert). Alle C-O-Bindungslin-
gen wurden zunéchst auf 1.30 A festgesetzt ; bei fortschreitender
Verfeinerung ergaben sich aber klare Unterschiede in diesen
Bindungslingen: Einige Bindungen wurden linger als 1.30 A,
sie wurden C—OH-Bindungen zugeordnet, und andere wurden
kiirzer als 1.30 A, sie wurden C=0-Bindungen zugeordnet. Nur
diese Zuordnung fihrt auch zu ,,verniinftigen‘* intermolekula-
ren Wasserstoffbriickenbindungen. Die C-O-Bindungen wur-
den in der Folge gemaB ihrer neuen Zuordnung zu C—OH bzw.
C=0 fixiert, und zwar auf 1.35 bzw. 1.23 A. SchlieBlich wurden
dem Modell unter Zugrundelegung von Standardgeometrien
Wasserstoffatome (mit Ausnahme der der C-OH-Gruppen) hin-
zugefigt. Die endgiiltige Rietveld-Verfeinerung (Abb. 1) lieferte
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Abb. 1. Experimentelle (Punkte) und berechnete (durchgezogene Linie) Pulver-
Rontgenbeugungsprofile fiir die Rietveld-Verfeinerung von rotem Fluorescein so-
wie deren Differenz (untere Linie). Die Reflexpositionen sind gekennzeichnet. Das
berechnete Pulver-Beugungsprofil entspricht der Endverfeinerung der Kristall-
struktur. Weitere Einzelheiten dazu sind in Tabelle 1 wiedergegeben.

Ubereinstimmungswerte von R, =13.7%, R, =10.6%,
R, =10.7%, R, =7.8% und x* = 1.66, fir 138 Reflexe, 127 ver-
feinerte Parameter und 99 geometrische Restriktionen. Einzel-
heiten zur Endverfeinerung der Kristallstruktur sind in Ta-
belle 1 wiedergegeben. Folgende Befunde sind interessant:
1) Die Lagen der Atome der Hydroxyxanthenon-Einheit in der
Strukturldsung entsprechen eher ihren verfeinerten Positionen
als die der Benzoesdure-Gruppe, was vermutlich auf das groBere
Gesamtstreuvermogen der Hydroxyxanthenon-Einheit zurlick-
zufithren ist; 2) der Winkel zwischen der Hydroxyxanthenon-
und der Benzoesdure-Ebene ist in der Strukturldsung (87.1°)
und in der verfeinerten Struktur (82.2°) sehr dhnlich.

Die Kristallstruktur zeigt ein Netzwerk aus intermolekularen
C=0"--H—0O-Wasserstoftbriickenbindungen, wobei jedes Fluo-
resceinmolekiil an vier derartigen Wasserstoffbriicken beteiligt
ist. Die Struktur besteht folglich aus Schichten parallel zur ac-
Ebene (sieche Abb. 2 oben), mit zwei Schichten (entlang der b-
Achse) pro Elementarzelle. Innerhalb jeder Schicht (siehe
Abb. 2 unten) sind die Molekiile saulenformig mit nahezu paral-
lel ausgerichteten Hydroxyxanthenon-Einheiten angeordnet,
wenngleich der Beitrag der n- - - n-Uberlappung zwischen be-
nachbarten Hydroxyxanthenon-Einheiten in diesen Stapeln
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Tabelle 1. Atomkoordinaten der Nicht-Wasserstoffatome in der verfeinerten Kri-
stallstruktur des roten Fluoresceins [Pn2,a; a =10.4595(4), b =13.2191(4),
¢ =10.5664(4) A]. Fir jedes Atom ist unter 4 die Abweichung seiner Position in der
Endverfeinerung von der in der Monte-Carlo-Losung angegeben.

Atom xla yib zlc A/A
Ct 0.890(3) 0.306(4) 0.233(2) 0.25
C2 0.790(3) 0.261(2) 0.299(2) 0.18
c3 0.707(4) 0.194(3) 0.236(1) 0.20
Cc4 0.526(4) 0.086(3) 0.246(1) 0.26
C5 0.441(3) 0.032(3) 0.323(2) 0.25
C6 0.349(4) -0.032(4) 0.267(2) 0.25
C7 0.342(3) -0.037(3) 0.135(2) 0.26
C8 0.426(3) 0.019(2) 0.058(2) 0.28
C9 0.523(3) 0.078(3) 0.114(1) 0.24
C10 0.605(2) 0.140(2) 0.041(1) 0.28
Cl1 0.702(3) 0.193(3) 0.103(1) 0.20
Ci2 0.789(3) 0.254(2) 0.035(1) 0.16
Cl13 0.882(3) 0.311(3) 0.100(2) 0.15
Cl4 0.619(2) 0.123(2) -0.098(1) 0.23
Cis5 0.704(3) 0.047(3) -0.139(2) 0.21
Cl6 0.734(4) 0.036(4) —0.268(2) 0.57
c17 0.673(4) 0.098(3) -0.357(2) 0.77
C18 0.577(4) 0.165(2) —0.318(2) 0.72
c19 0.548(4) 0.177(2) ~0.188(2) 0.51
20 0.458(4) 0.261(3) —0.150(2) 0.78
01 0.976(2) 0.364(2) 0.298(2) 0.26
o2 0.613(3) 0.148(3) 0.303(1) 0.23
3 0.277(2) -0.082(2) 0.333(2) 0.26
o4 0.385(3) 0.309(2) -0.235(2) 1.03
[0)] 0.453(2) 0.290(2) —-0.039(2) 0.93

Abb. 2. Oben: Die verfeinerte Kristallstruktur von rotem Fluorescein (Wasserstoff-
atome sind nicht gezeigt) mit Blickrichtung entlang der kristallographischen ¢-Ach-
se. Unten: Eine Schicht aus der Struktur des roten Fluoresceins, ungefihr entlang
[2T0] und parallel zur c-Achse.

nicht besonders hoch ist. Folgt man einem dieser Hydroxyxan-
thenon-Stapel, so erkennt man, daB die Benzoesdure-Gruppen
abwechselnd auf der einen und der anderen Seite der Séule lie-
gen. Der Interplanarwinkel zwischen den Hydroxyxanthenon-
Einheiten benachbarter Schichten betrdgt ca. 77°. Zwei der
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vier von jedem Molekill ausgehenden intermolekularen
C=0"--H—O-Wasserstoffbriicken werden zu benachbarten
Molekilen in derselben Ebene ausgebildet, und die beiden ande-
ren verbinden zwei Molekiille benachbarter Schichten. Dabei
wird jeweils eine Wasserstoffbriickenbindung zu beiden Nach-
barschichten gebildet.

Das Pulver-Rontgenbeugungsdiagramm der hier verwende-
ten Probe des roten Fluoresceins zeigt die gleichen d-Spacings
wie das Beugungsdiagramm einer aus Wasser kristallisierten
Probe.[] AuBerdem ist die hier beschriebene Struktur des roten
Fluoresceins wichtig fiir die Interpretation der Zersetzung der
1:1-Komplexe von Fluorescein mit Aceton und Methanol.[24]

Die Ergebnisse zeigen, daB die Kristallstruktur von organi-
schen ,,gleichatomigen®* Verbindungen durch Pulver-Rontgen-
beugungsanalyse unter Verwendung eines flexiblen Struktur-
fragments mit der Monte-Carlo-Methode gelost werden kann.
Dieses Potential der Monte-Carlo-Methode bedeutet einen
wichtigen Fortschritt im Hinblick auf eine generelle Méglichkeit
zur Losung von Strukturen mit a priori nicht bekannter Mole-
kiilgeometrie anhand von Pulver-Beugungsdaten. Prinzipiell
148t sich jedes Strukturproblem in einer Monte-Carlo-Struktur-
berechnung iliber ein flexibles Strukturmodell mit einer ausrei-
chenden Zahl intermolekularer Freiheitsgrade beschreiben.
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6-Guanidiniopyranosen — neuartige
Peptidmimetika auf Kohlenhydratbasis**

Hans Peter Wessel,* David Banner, Klaus Gubernator,
Kurt Hilpert, Klaus Miiller und Thomas Tschopp

Professor Hans Paulsen zum 75. Geburtstag gewidmet

Ein klassischer Ansatz zur Entwicklung von Medikamenten
ist die Nachahmung von biologisch aktiven Peptiden, die Sub-
strate fir Enzyme oder Liganden von Rezeptoren sind, insbe-
sondere durch nichtpeptidische Substanzen. Wir berichten nun
liber solche Peptidmimetika auf der Basis von Kohlenhydraten,
die bei der Suche nach Thrombin-Inhibitoren entdeckt wurden.
Thrombin ist ein Schliisselenzym der Koagulationskaskade. Es
spaltet Fibrinogen zu Fibrin, aktiviert die Koagulations-Cofak-
toren V und VIII, ist ein Hauptstimulator in der Aktivierung der
Blutplittchen und spielt damit eine zentrale Rolle sowohl bei der
physiologischen Hidmostase als auch bei der pathologischen
Thrombose.!'! Die direkte Hemmung von Thrombin scheint da-
her ein attraktiver Weg zu einem neuen Antithrombotikum zu
sein, und einige synthetische Thrombin-Inhibitoren® *! sind be-
reits in klinischer Erprobung.*!

Thrombin ist eine Serin-Protease mit groBer Spezifitat fiir
Peptidsequenzen, die einen Argininrest enthalten.!”) In bekann-
ten Thrombin-Inhibitoren liegen daher Argininreste vor (z. B.
in Argatroban!®!), oder aber Guanidin- (z. B. in Ro46-6240!™)
oder Amidinreste (z. B. in NAPAP'™®) als Argininmimetika. Wir
haben 6-Guanidiniohexosen untersucht, die formal als konfor-
mativ eingeschriankte Argininmimetika angesehen werden kon-
nen. Einpassungen dieser Verbindungen in ein Enzymmodell
fithrten zu der Voraussage, daB solche Verbindungen in der
Thrombin-Erkennungstasche Platz finden sollten.

Der gute priparative Zugang zu 6-Guanidiniohexosen aus
den entsprechenden 6-Aminoderivaten mit 3,5-Dimethylpyra-
zolylformamidinium-nitrat (DPFN) wurde bereits beschrie-
ben.[”) Wir sind fiir unsere Versuche von Benzyl-2-benzyloxy-
carbonylamino-2,6-didesoxy-6-guanidinio-a-D-glucopyranosid-
nitrat 1°! ausgegangen, das an Palladium auf Kohle selektiv
zum Glucosaminderivat 2 hydriert wurde (Schema 1). Die freie

[*] Dr. H. P. Wessel, Dr. D. Banner, Dr. K. Gubernator, Dr. K. Hilpert,
Prof. K. Miiller, Dr. T. Tschopp
Pharma Division, Préklinische Forschung
F. Hoffmann-La Roche AG
CH-4070 Basel (Schweiz)
Telefax: Int. + 61/688-64-59
E-mail: hans_p.wessel@roche.com

[**] Wir danken Rudolf Minder und Roland Keller fiir experimentelle Arbeiten.
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Schema 1. a) H,, Pd/C, MeOH/H,0 2/1, Raumtemperatur (RT), 4 h, quantitativ;
b) 3a: TsCl, THF/H,0 2/3, NEt,, 0°C, 6 h, 36%; 3b: x-NasCl, H,O/Pyridin 5/3,
NEt,, RT, 5h, 95%; 3¢: -NasCl, H,0/Pyridin 5/3, NEt,, RT, 5h, 79%; 3d:
f-Anthracenylchlorid, H,O/Pyridin 1/1, NEt,, RT, 20 h, 78%; ¢) H,, Pd/C, EtOH/
H,0 1/1, RT, 18 h, quantitativ.

Aminogruppe konnte anschlieBend problemlos zu Amid- oder
Sulfonamideinheiten umgesetzt werden; eine Reaktion der Hy-
droxygruppen wurde durch Wasser verhindert, und bei richtig
gewdhltem pH-Wert lag ein Guanidiniumsalz vor, d.h. Proto-
nen dienten als ,,Schutzgruppe® der Guanidinofunktion. So
fiihrte die Reaktion von 2 mit aromatischen Sulfonylchloriden
zu den Sulfonamiden 3.

Wihrend Amidderivate von 2 keine nennenswerte biolo-
gische Aktivitdt zeigten, wurde mit dem Tosylderivat 3a ein
im pM-Bereich aktiver Thrombin-Inhibitor erhalten. Die «-
Naphthylsulfonylverbindung 3b erwies sich dagegen als inaktiv,
wihrend die analoge f-Naphthylsulfonylverbindung 3¢!% und
die S-Anthracenylsulfonylverbindung 3d eine noch etwas bes-
sere Thrombinhemmung zeigten (Tabelle 1). Um die Selektivi-

Tabelle 1. Thrombinhemmung durch einige Guanidiniohexosen und deren Selekti-
vitdten fiir Thrombin gegeniiber Trypsin [a].

Verbindung K. [um] Selektivitit
1 410 -

3a 4 19

3¢ 1.1 109

3d 0.9 >227

8 1.4 143

[a] Selektivitit = K(Trypsin) K(Thrombin)~*.

tit der Thrombinhemmung abschitzen zu konnen, wurde paral-
lel die Hemmung der verwandten, aber weniger diskriminieren-
den!'!) Serin-Protease Trypsin untersucht (Tabelle 1). Da nach
dem Enzymmodell eine Wechselwirkung des anomeren Zen-
trums mit dem aktiven Zentrum von Thrombin méglich schien,
wurde die 1-Benzylgruppe von 3a hydrogenolytisch entfernt.
Die resultierende freie Pyranose 4 (Schema 1) erwies sich aber
als inaktiv, so daB davon ausgegangen werden kann, daB das
anomere Zentrum nicht mit dem Serinrest der katalytischen
Triade der untersuchten Serin-Proteasen interagiert.

0044-8249/97/10907-0791 $ 17.50+ .50/0 791





