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beiden Raumgruppen Prma und Pn2,a. Aufgrund von Dichtebetrachtungen
sollten sich vier Molekiile in der Elementarzelle befinden. Fiir die Raumgruppe
Prnma hieBe das, daB das Fluoresceinmolekiil entweder auf einer Spiegelebene
liegen miiBte oder daB zwei Molekiilhilften iiber ein Inversionszentrum mitein-
ander korreliert wiren. Da keine dieser beiden Annahmen fiir die chinoide
Form des Fluoresceins plausibel ist, wurde die Raumgruppe auf Pn2, a festge-
setzt.

[21] P.-E. Werner, L. Eriksson, M. Westdahl, J. Appl. Crystallogr. 1985, 18, 360.

[22] M. Tremayne, B. M. Kariuki, K. D. M. Harris, OCTOPUS96 (Monte Carlo
Technique For Powder Structure Solution), 1996.

[23] W. 1. F. David, R. M. Tbberson, J. C. Matthewman, Rutherford Appleton Labo-
ratory Report, RAL-92-032, 1992,

[24] Fluorescein bildet mit Methanol [4] und Aceton [25] 1:1-Komplexe; die Einkri-
stall-Réntgenstrukturanalysen dieser Komplexe ergaben, daB das Fluorescein
in der Lactonform vorliegt. Aceton und Methanol werden aus diesen Komple-
xen langsam abgeben, wobei auf der Oberflache ein roter, pulvriger Uberzug
von Fluorescein entsteht.

[25] R.S. Osborn, D. Rogers, Acta Crystallogr. Sect. B 1975, 31, 359.

6-Guanidiniopyranosen — neuartige
Peptidmimetika auf Kohlenhydratbasis**
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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
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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.
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Zur Untersuchung des Einflusses des Sulfonamid-Stickstoff-
atoms wurde ein analoges Sulfonat synthetisiert. Aktivierung
von Benzyl-a-D-glucopyranosid mit Bis(tributylzinn)oxid und
acylierende Umsetzung mit fS-Naphthylsulfonylchlorid ergab
wie erwartet!'? das Bis(sulfonat) 5 als Hauptprodukt (Sche-
ma 2). Dem etablierten Syntheseweg!®) folgend wurde iiber das
Azid 6 und das Amin 7 die Guanidiniumverbindung 83! herge-
stellt. Dieses Sulfonat war dhnlich aktiv wie das analoge Sulfon-
amid 3¢ und dabei etwas selektiver (sieche Tabelle 1).

R
a Q b
_% , HO i _

HO 6 R=Nj c

B-NasO 7 R=NH,
OBn d
8 R=Gua =
5 R=0-BNas

Schema 2. a) Benzyl-x-p-glucopyranosid [20,21], (Bu,Sn),0, Toluol, Rickfluf3,
4h; f-NasCl, 60°C, 15 h, 34%; b) NaN,, DMF, 55°C, 16 h, 79%; ¢) PPh;, THF/
H,O 20/1, RT, 24 h, 95%; d) DPFN, DMF, 80°C, 24 h, 49 %.

Die Einlagerung in die Thrombin-Erkennungstasche wurde
durch eine Kristallstrukturanalyse!'#! des Komplexes aus 8 und
Thrombin bestidtigt: Diese Guanidiniohexose bindet ohne di-
rekten Kontakt zum Serinrest der katalytischen Triade (,,in-
hibitor binding mode**!!>)); es ist ersichtlich, daB die Naphthyl-
gruppe in der D-Tasche!'® und die Benzylgruppe in der P-
Tasche bindet, die Guanidiniogruppe befindet sich wie erwartet
in der Erkennungstasche (Abb. 1).
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Abb. 1. Stereobild der verfeinerten Struktur des Komplexes aus 8 (Elektronendichtekontur-Darstellung) und
Thrombin (Strichdarstellung) im Kristall. Die Wassermolekiillagen (gekennzeichnet mit O + Nummer) sind iden-

tisch mit denen, die in den analogen Komplexen anderer Thrombin-Inhibitoren gefunden
Oxidion-bindenden Tasche (rechts von 8) ist neu. Anders als in den Komplexen der meisten

bitoren gibt es keine Wasserstoffbriickenbindung zu Glycin 216 (von 8 verdeckt). Die Zuckerhydroxygruppen von
8 bilden nur eine Wasserstoffbriickenbindung zum Protein (zwischen O-3 und dem N-Proton von Glycin 219). Die
Guanidiniogruppe zeigt schwache Wechselwirkungen (3.4 und 3.9 A) zu den Sauerstoffatomen des Asparaginrest

D 189 am Boden der Erkennungstasche, aber gute Wasserstoffbriickenbindungen (2.8 und

von Glycin 218 und zum Wassermolekiil O2. Andere Konformationen der Guanidiniogruppe wurden ebenfalls
untersucht, erwiesen sich aber als ungiinstiger. Dieses nicht optimale H-Briicken-Muster des Inhibitors 8 erkldrt

seine nur miBige Aktivitédt.
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Guanidiniopyranosen kdnnen also in der Tat als Argininmi-
metika fungieren. Eine analoge Verwendung von Aminohexo-
sen als konformativ eingeschriankte Lysinmimetika ist denkbar.
Ein Vorteil dieses Ansatzes ist, daB die préiparativ leicht zuging-
lichen Hexosederivate wegen ihres hohen Funktionalisierungs-
grades gut als Template!!” 8] zur Einfithrung und Variation
weiterer Gruppen geeignet sind.

Eingegangen am 4. Oktober 1996 [Z9612]

Stichworte: Enzyminhibitoren - Guanidiniozucker < Kohlenhy-
drate + Peptidmimetika
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SH,Ph),5.30(d, J = 5.5 Hz, 1H, 3-OH), 4.88 (d, / = 5.8 Hz, 1 H, 4-OH), 4.59
(d, J=34Hz, 1H, H-1), 449, 401 (2d, J=12.0Hz, 2H, CH,Ph), 3.50
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Kristalle des Komplexes aus Thrombin und
8 wurden hergestellt und wie beschrie-
ben (7, 16] mit 3.3 A Auflésung vermessen.
Die mit der besten verfiigharen Thrombin-
struktur ermittelte Differenzelektronendich-
te spricht dafiir, daf§ der Inhibitor in der Er-
kennungstasche gebunden ist. Die Struktur
des Komplexes wurde bis zu einem R-Wert
von 12.6 % verfeinert (Standardabweichun-
gen: 0.011 A fiir Bindungslingen, 1.88° fiir
Bindungswinkel. 1.96° fiir Torsionswinkel,
jeweils bezogen auf einen Standardparame-
tersatz [19]).
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Waterbeemd, B. Wirz in Perspectives in Me-
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rer, E. Kyburz, R. Giger), VCH, Weinheim,
1993, S. 27-43.
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Kohlenhydratsubstituierte Triarylphosphane —
eine neue Klasse von Liganden fiir die
Zweiphasenkatalyse**

Matthias Beller,* Jiirgen Gregor Elmar Krauter und
Alexander Zapf

Die zwei grundlegenden Probleme der homogenen Katalyse —
Katalysatorabtrennung und -riickfithrung — kénnen durch die
Zweiphasenkatalyse elegant geldst werden.!'! Dabei befindet
sich der Katalysator in einer hydrophilen Phase, in der organi-
sche Produkte unldslich sind. Zur Realisierung dieses Prinzips
war die Entwicklung neuer, in hydrophilen Phasen l6slicher Li-
ganden notwendig. Die Diphenylphosphinoessigsdure!*! und
der erstmals von Kuntz hergestellte TPPTS-Ligand (TPPTS =
Trinatriumsalz der 3,3',3"-Phosphantriylbenzolsulfonsaure) !
standen am Anfang der Entwicklung und werden heute fiir die
bedeutendsten industriellen Zweiphasen-Prozesse — den Shell
Higher Olefin Process (SHOP)!?! und das Ruhrchemie/Rhéne-
Poulenc-Verfahren zur Hydroformylierung von Propen zu Bu-
tyraldehyd™ — im TonnenmaBstab hergestellt und eingesetzt.
Butadien-Telomerisation (Kuraray)!® und Allylsubstitution
(Rhone-Poulenc)!®! sind weitere technische Anwendungen der
Zweiphasenkatalyse. Neue, derzeit im LabormaQstab entwik-
kelte Methoden wie Aminierungen,!”’ Carbonylierungen,!®! Hy-
drierungen™ und sogar bioorganische Anwendungen!!® ver-
deutlichen die Aktualitdt der Zweiphasenkatalyse im Bereich
der homogenen Katalyse. Um die Loslichkeit der Liganden in
polaren Medien (insbesondere Wasser) zu erzielen, werden im
allgemeinen ionische Gruppen (Sulfonséure-, Carboxy-, quater-
nisierte Aminoalkyl/aryl-Gruppen und Phosphoniumsalze) als
Substituenten in Phosphanen verwendet. Nichtionische Ligan-
den, wie Phosphinoalkohole,! ! Phosphane mit Polyether-Sub-
stituenten,!*?! Kronenether-substituierte Phosphane!** und Di-
phenylphosphinoalkyl-substituierte Kohlenhydrate,!**<! sind
hingegen weit weniger verbreitet. Wir stellen hier eine neue
Klasse von polaren, hydrophilen Triarylphosphanen fiir die
Zweiphasenkatalyse vor, deren hydrophiler Charakter auf einen
Zuckerrest zurlickzufithren ist. Es handelt sich um Aryl-
B-0-Glycoside der Glucose, Galactose und des Glucosamins.

[*] Prof. Dr. M. Beller, Dipl.-Chem. I. G. E. Krauter, Dipl.-Chem. A. Zapf
Anorganisch-chemisches Institut der Technischen Universitdt Miinchen
Lichtenbergstrale 4, D-85747 Garching
Telefax: Int. + 89/28913473
E-mail: mbeller@arthur.anorg.chemie.tu-muenchen.de

[**] Die Autoren danken Dr. S. Bogdanovic und Dr. S. Haber (Hoechst AG) fiir
zahlreiche Diskussionen und der Hoechst AG fiir Chemikalienspenden.
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Die Glycosidierung von hydroxysubstituierten Triphenyl-
phosphanen gestaltet sich duBerst schwierig;!!*! durch giingige
Methoden zur homogenen Glycosidierung — sowohl mit Lewis-
Sdure-Katalysatoren als auch mit stochiometrischen Mengen
an Schwermetallaktivatoren — werden die gewiinschten Produk-
te nur in unbefriedigenden Ausbeuten geliefert (2-14%).
Dennoch konnten die neuen Liganden nach Optimierung der
Reaktionsbedingungen einer  Zweiphasen-Glycosidierung
115,161 ynd anschlieBender Abspaltung der Acetylgruppen in be-
friedigenden bis guten Ausbeuten hergestellt werden (Tabelle 1).
Die im Uberschuf3 eingesetzten acetylgeschiitzten Halopyrano-
senf*” 1 wurden mit dem Glycosidacceptor p-Hydroxyphenyl-
diphenylphosphan!'® 2 im Zweiphasensystem Methylen-
chlorid/Natronlauge bei Raumtemperatur in Gegenwart des
Phasentransferkatalysators Tetra-n-butylammoniumhydrogen-
sulfat (TBAHS) umgesetzt. AnschlieBend wurde eine Zemplén-
Verseifung der Acetylgruppen durchgefiihrt und das Produkt
chromatographisch gereinigt (Schema 1).

R! OAc

R2 o}
AcO + HO PPhy
R3
X

2

1a X = Cl, R! = H, R? = OAc, R® =NHAc
1b X = Br, R! = OAc, R = H, R3= OAc
1¢c X =Br, R1 = H, RZ = OAc, R® = OAc

1. CH,CL/NaOH (1m) 1/1,
TBAHS, RT, 30 min

2. MeOH, NaOMe
(1 Mol-[%]), RT

R! OH

R3

3aR!=H, R2=0H,R3=NHAC
3bR'=0H,R2=H, R3=0H
3cR'=H, R2=0H,R3=0OH

Schema 1. Synthese der Glycosid-Triarylphosphane 3a—c.

Tabelle 1. Ausbeuten an 3a-c iiber zwei Stufen.

Verbindung Stammzucker Ausb. [%]
3a Glucosamin 68

3a Glucosamin 52 [a]

3b Galactose 50 [a}

3c Glucose 33

[a] Abweichend von der angegebenen Arbeitsvorschrift 1 Aquiv. 1, 2 Aquiv. 2,
Ausbeute bezogen auf 1.

Die besten Ausbeuten wurden mit Galactose und Glucosamin
(3a,b) erzielt; Glucose lieferte iiberraschenderweise geringere
Ausbeuten (33%). Wegen des Nachbargruppeneffektes der
Acetylschutzgruppe wurden hochstereoselektiv die f-verkniipf-
ten Glycoside gebildet. Als Nebenprodukte entstanden haupt-
séchlich die jeweiligen 2-Acetoxyglucale und im Falle des Glu-
cosamins das entsprechende Dihydrooxazol, wobei mit Glucose
erwartungsgemaB!!® am meisten Nebenprodukte gebildet wur-
den.

Besondere Eigenschaft von Polyglycolether-haltigen Phos-
phanen ist die thermoreversible Solvatation,™! d.h. der rever-
sible Verlust der Hydrathiille bei Erhhung der Temperatur und
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