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In der medizinischen Chemie wird allgemein akzeptiert,
dass sterische und elektronische Eigenschaften eine vorherr-
schende Rolle im Wirkstoff-Rezeptor-Erkennungsprozess
spielen. Eigenschaften wie molekulare Aktivitit, Ahnlichkeit
und Erkennung, die bisher nicht hinreichend genau definiert
sind, werden deshalb meist im Zusammenhang mit einer
wohldefinierten und leicht zuginglichen GroBe betrachtet,
der Molekiilstruktur. Jedoch konnen alle diese Eigenschaften
eindeutig von der Ladungsdichteverteilung hergeleitet wer-
den, die eine physikalische Observable ist und aus ersten
Prinzipien der Quantenmechanik abgeleitet werden kann.[ 2
Trotz der neueren Fortschritte bei den theoretischen Metho-
den ist die Modellierung der Wirkstoff-Rezeptor-Wechselwir-
kung auf dem elektronischen Niveau noch nicht durchfiihr-
bar. Wegen der Komplexitdt biochemischer Systeme und
mangelnder Informationen iiber den Rezeptor sind praktisch
anwendbare Modelle auf das Wirkstoffmolekiil einge-
schriankt, wobei die Eigenschaften meistens nur auf dem
semiempirischen Niveau betrachtet werden.

Die Ladungs- oder Elektronendichte p(r) kann theoretisch
aus quantenchemischen Ab-initio-Rechnungen auf hohem
Niveau erhalten werden, oder auch experimentell durch
hochaufgeloste Rontgenbeugungsexperimente bei tiefer Tem-
peratur (7<100 K). Die aus einem Einkristallbeugungsexpe-
riment ermittelte Ladungsdichte entspricht nicht einem
bestimmten Quantenzustand. Obwohl der angewandte Pseu-
doatom-FormalismusP® ein Dichtemodell darstellt, welches
formal gleichwertig ist zu einer Einzentrenreprisentation von
p(r), erlaubt dieser nicht die Rekonstruktion der Wellenfunk-
tion, sodass zum Beispiel Orbitale nicht in der Deformations-
dichte beobachtbar sind.[* ]

Das Verstdndnis und die Interpretation experimenteller
Ladungsdichten wurde durch Vergleich mit theoretischen
Dichten erméglicht. Dabei spielen topologische Analysen der
Ladungsdichte eine sehr wichtige Rolle.”! Solche Studien
haben gezeigt, dass die experimentelle Dichte homolog ist zu
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derjenigen, die aus der periodischen Wellenfunktion im
Grundzustand abgeleitet werden kann, aber auch zu jener,
die aus einem isolierten Molekiil bei der experimentellen
Geometrie berechnet wird.["®! Die nach einer Multipolver-
feinerungl®! erhaltene experimentelle Ladungsdichte wird
durch experimentelle Fehler und Unzulédnglichkeiten des
Modells beeinflusst. Auf der anderen Seite héngt die Qualitét
des theoretischen Pendants primér von der in der Berechnung
verwendeten Approximation und dem Basissatz ab. Ver-
gleicht man nun die Auswirkungen, die diese Einfliisse auf die
Ergebnisse haben, so ergibt sich, dass die bindungstopologi-
schen Deskriptoren fiir chemisch analoge Bindungen experi-
mentell geringere Variation zeigen als theoretische.”!

Basierend auf neuen technischen Entwicklungen auf dem
Gebiet der Rontgenbeugung!'®'? konnten wir die Ladungs-
dichtel! und verwandte topologische Eigenschaften eines
antithrombotischen Wirkstoffs, bestehend aus mehr als 50
Atomen, untersuchen. Der Vergleich experimenteller und
theoretischer Eigenschaften legt den Schluss nahe, dass die
aus dem Rontgenbeugungsexperiment abgeleiteten deutlich
besser geeignet sind, um physiologische Bedingungen zu
simulieren, als die fiir das isolierte Molekiil berechneten
Eigenschaften.

Terbogrel (Abbildung 1) ist ein neuer antithrombotischer
Wirkstoff, der sich in der Phase der klinischen Entwicklung
befindet. Er wurde kiirzlich eingefiihrt als die erste eine

Abbildung 1. Chemische Formel von Terbogrel und die durch Rontgen-
beugung bestimmte Struktur im Kristall (ORTEP®®l-Darstellung, Schwin-
gungsellipsoide fiir 50 % Wahrscheinlichkeit).

Guanidingruppe enthaltende Verbindung, die Thromboxan-
A,-Rezeptor-Antagonismus und Synthaseinhibierung kombi-
niert.' %] Die hier vorgestellten experimentellen Ergebnisse
basieren auf einem RoOntgenbeugungsdatensatz von fast
220000 Reflexen bis zu einer Auflosung von d=0.4 A,
welcher in 5 Tagen unter Verwendung von Flichendetektion
gesammelt wurde.l'] Dies ist zu vergleichen mit der Messzeit
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von ungefdhr 200 Tagen, welche bei Verwendung von kon-
ventioneller Szintillationsdetektion fiir das entsprechende
Experiment notig gewesen wire oder mit den 85 Tagen an
CPU-Zeit auf einer SGI Origin 2000 (R10000-Prozessor), die
benotigt wurde, um entsprechende Ergebnisse fiir das iso-
lierte Molekiil auf dem HF/6-311++G(3df,3pd)-Niveau mit
GAUSSIAN94['7] zu berechnen. Die erhaltenen Intensitiits-
daten wurden mit dem Multipolformalismus nach Hansen
und Coppens? interpretiert, der eine Modellierung der
asphérischen Dichteverteilung erlaubt. Die Multipolverfeine-
rung mit dem Programmpaket XDU$! fiihrte zu einem
kristallographischen Giitefaktor von 1.8 %. Dies belegt die
exzellente Qualitét des Kristalls und der Beugungsdaten und
zeigt auch, dass sogar die Verwendung einer konventionellen
Rontgenquelle fiir diese Art von Untersuchungen geeignet
ist.

Mit der analytisch so erhaltenen Ladungsdichte ist es
moglich, eine topologische Analyse geméafl Baders Theorie
der ,,atoms in molecules“? durchzufiihren. Diese erméglicht
eine Definition der molekularen Struktur, eine atomare
Partitionierung des Molekiils und die Charakterisierung
atomarer Wechselwirkungen mittels lokaler topologischer
GroBen — z.B. die Werte der Elektronendichte p(r,) und der
Laplace-Funktion V?o(r,) am bindungskritischen Punkt
(BCP, bond critical point; dieser befindet sich am Ort ry, fiir
den Vp(r,) =0 gilt) sowie der Bindungselliptizitit ! (siche
auch Tabelle 1).

Tabelle 1 zeigt einen Vergleich zwischen Theorie und
Experiment beziiglich quantitativer bindungstopologischer
Daten fiir verschiedene C-N-Bindungen in der Guanidinein-
heit, der Cyangruppe und dem Pyridinring von Terbogrel
(Abbildung 1). Die geringste Bindungsstirke, ausgedriickt
durch p(r,), wird fiir die Bindung N23-C27 mit einem Wert
von 1.76(2) e A-3 gefunden, der eine fast reine Einfachbin-
dung anzeigt. Dies wird durch den nahe bei Null liegenden
Wert der Bindungselliptizitét gestiitzt, der einer zylindrischen
Dichteverteilung entlang der Bindung entspricht. Fiir die
Bindung N21-C19 liegt der Wert fiir p(r,) bei 2.05 ¢ A= und
ist damit niedriger bzw. hoher als fiir eine Doppel- oder
Einfachbindung erwartet und lésst auf eine gewisse Konjuga-
tion mit dem Phenylring schlieBen. Die topologische Aquiva-
lenz der Bindungen N11-C10 und NI11-C12 kann dem
aromatischen Charakter des Pyridinringes zugeschrieben
werden. Hohe Ladungskonzentrationen werden fiir die for-
malen FEinfachbindungen N23-C22 und N24-C25 in der
Guanidineinheit gefunden. In Anbetracht ihrer Werte von
p(r,) scheinen die anderen beiden Bindungen zu C22 eben-
falls starken Doppelbindungscharakter zu haben. Der hier
gefundene generelle Trend ldsst sich mit den in Schema 1
dargestellten Resonanzformen verstehen. Die durch die
Werte von p(r,) dokumentierten Bindungsordnungen der
verschiedenen C-N-Bindungen weisen den Resonanzformen
4 und 6 ein erhebliches Gewicht zu.

Die Verteilung der Laplace-Funktion der Ladungsdichte
liefert wertvolle chemische Informationen iiber die reaktiven
Stellen des Molekiils und iiber Orte, an denen intermoleku-
lare Wechselwirkungen bevorzugt sind. Abbildung 2 zeigt
diese Funktion in einigen ausgewdhlten Molekiilebenen,
wobei Eigenschaften wie bindende Valenzschalenladungs-
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Tabelle 1. Bindungstopologische Parameter fiir verschiedene N-C-Bin-
dungen.l?!

Bindung o(r) V2o(r,) d e
N23-C27 1.61 —-10.3 0.996 0.02
1.65 —14.3 0.986 0.03
1.76(2) ~88(1) 0.831 0.03
N21-C19 1.91 —15.7 0.941 0.05
1.97 —20.8 0.931 0.04
2.05(2) —13.8(1) 0.799 0.10
N21-C22 217 —234 0.895 0.05
224 —289 0.886 0.10
2.35(2) —16.4(1) 0758 0.12
N11-C10 2.30 —-19.9 0.883 0.10
2.37 —262 0.874 0.13
2.47(2) —212(1) 0755 0.14
N11-C12 2.29 —-194 0.885 0.08
2.37 —-259 0.876 0.12
2.51(1) —223(1) 0.763 0.13
N24-C22 242 -30.5 0.838 0.14
2.50 —344 0.823 0.17
2.53(2) ~20.9(1) 0.725 0.08
N24-C25 2.46 —30.1 0.827 0.04
2.52 —-329 0.827 0.04
2.60(2) ~18.7(1) 0.726 0.04
N23-C22 2.36 —-27.2 0.868 0.13
2.44 —-329 0.858 0.18
2.62(2) —243(1) 0.742 0.19
N26-C25 3.15 —-9.6 0.757 0.03
3.25 —123 0.760 0.03
3.54(2) —35.5(1) 0.685 0.08

[a] p(r,) [e A=3] und V2p(r,) [e A=5] sind fiir den entsprechenden bindungs-
kritischen Punkt (BCP) berechnet, d [A] ist der Abstand vom ersten
aufgelisteten Atom der Bindung zum BCP, die Bindungselliptizitit & zeigt
die asphirische Ladungsdichteverteilung in der Bindung an.'"! Fiir jede
Bindung beziehen sich die ersten beiden Zeilen auf HF/6-311++G(d,p)-
bzw. HF/6-3114++G(3df,3pd)-Rechnungen und die dritte Zeile auf experi-
mentelle Ergebnisse.

1 2 3
\ \ :
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Y N— N—
f f |
L ¢ |
- _ o - = - _ g
N=C=N—C< — N=C=N==C< — N=C=N—C<
h i i
4 5 6

Schema 1. Verschiedene Resonanzformen im Guanidinfragment. Basie-
rend auf den Ergebnissen der topologischen Analyse haben die Formen 4
und 6 erhebliches Gewicht.

konzentrationen (VSCCs, valence shell charge concentrations,
lokale Maxima der Funktion — V?p(r,)) auf allen kovalenten
Bindungen und nicht bindende VSCCs in den Regionen der
freien Elektronenpaare der Stickstoff- und Sauerstoffatome
zu sehen sind. Die in Abbildung 3 gezeigte Nulloberfldche der
Laplace-Funktion, auch reaktive Oberfliche genannt, zeigt
eine grof3e Verminderung der VSCC an C2 und C22, die daher
die bevorzugten Stellen eines nucleophilen Angriffs dar-
stellen. Basierend auf den nicht bindenden VSCCs (Tabelle 2)
scheinen die Sauerstoffatome sowie die Atome N11 und N26
die wahrscheinlichsten Orte fiir einen elektrophilen Angriff
zu sein, da V2p(r,) an diesen Orten die am starksten negativen
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Abbildung 2. Verteilung der negativen Laplace-Funktion in vier verschiedenen Molekiile-
benen. a) Phenylring, b) Pyridinring, c) Guanidineinheit, d) Cyangruppe. Die Laplace-
Funktion zeigt sehr empfindlich lokale Ladungsakkumulationen (V2p(r) < 0) oder Ladungs-
verminderungen (V2o(r) >0) an. Die sattelformigen Merkmale in den Bindungsregionen
sind typische Anzeichen fiir die einer kovalenten Bindung entsprechende Ladungskon-
zentration. Alle freien Elektronenpaare an den Stickstoffatomen sind ebenfalls sichtbar.

Abbildung 3. Nulloberflidche der Laplace-Funktion (V2p(r) =0, reaktive
Oberfliche), Wasserstoffatome ohne Nummerierung. Die VSCC an den
Atomen C2 und C22 ist vermindert, was durch die offenen Bereiche in
dieser Oberfldche angezeigt wird. Dies sind die wahrscheinlichsten Stellen
fiir einen nucleophilen Angriff.

Werte aufweist, welche lokalen Ladungskonzentrationen
entsprechen. Dieses Ergebnis stimmt bestens mit dem aus
der Wellenfunktion hergeleiteten iiberein. Andererseits of-
fenbart die Analyse der experimentellen — V2o(r,)-Funktion
das Fehlen von (3, — 3)-kritischen Punkten an N21 und N23.
Diese Beobachtung stiitzt ebenfalls die Tatsache, dass die
nicht bindenden Elektronen dieser Atome zu einem gewissen
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Grad zur Bindung beitragen, wie es die
Resonanzformen 4 und 6 nahelegen.

Das elektrostatische Potential (EP), das
direkt aus der Elektronendichte herleitbar ist,
ist ein ausgiebig genutztes analytisches Hilfs-
mittel, um das reaktive Verhalten chemischer
Systeme vorherzusagen und um biologische
Erkennungsprozesse wie Wirkstoff-Rezep-
tor- und Enzym-Substrat-Wechselwirkungen
zu studieren. In Abbildung 4 sind positive
(blau) und negative (rot) Isopotentialoberfli-
chen des EP gezeigt, die aus der monomole-
kularen Ladungsdichte nach der Methode
von Su und Coppens®! berechnet wurden. Sie
werden verglichen mit berechneten Ergebnis-
sen aus der HF/6-311++G(d,p)-Wellenfunk-
tion. Die beiden Darstellungen zeigen deut-
lich Regionen negativen Potentials, die be-
sonders ausgeprigt an der cyansubstituierten
Guanidineinheit sind und zu einem geringe-
ren Ausmal3 auch am Pyridin-Stickstoffatom
und den Carboxy-Sauerstoffatomen. Diese
Merkmale sind im experimentell ermittelten
Potential besonders hervorgehoben und zei-
gen damit die Polarisationseffekte durch das
Kristallfeld an. Die Erhohung des Dipolmo-
ments beim Ubergang vom isolierten Mole-
kil (11.2 D, HF/6-311++G(3df,3pd)) gegen-
iber dem in der Kristallumgebung
(21.9(16) D) hat die gleiche Ursache. Diese
Beobachtungen stimmen mit einigen friither

Tabelle 2. Nicht bindende Valenzschalenladungskonzentrationen.?l

Atom p(ry) Vp(r,) R
N11 4.02 4.08 —74.1 —-83.9 0.388 0.389
N21 3.27 - -39.9 - 0.411 -
3.28 - —40.4 - 0.411 -
N23 3.20 - -37.7 - 0.413 -
3.20 - —37.6 - 0.414 -
N24 3.65 3.64 -57.1 -574 0.398 0.397
N26 3.63 3.85 —60.2 —70.5 0.396 0.391
o1 6.27 6.39 —124.0 —133.1 0.344 0.340
6.31 6.50 —125.1 —133.8 0.344 0.339
03 6.33 6.77 —1242 —152.5 0.343 0.336

- 6.30 - —129.5 - 0.342

[a] In jeder Spalte beziehen sich die Werte auf der linken Seite auf die
theoretische Rechnung (HF/6-3114++G(3df,3pd)) und die Werte auf der
rechten Seite auf das Experiment. p(r,) [e A~*] und V2p(r,) [e A~5] sind die
Werte des (3,43)-kritischen Punktes der Laplace-Funktion. R [A] ist der
Abstand vom entsprechenden Atom zu diesem Punkt.

veroffentlichten Ergebnissen iiber experimentelle elektroni-
sche Eigenschaften iiberein.! 22

Das experimentelle aus dem Kiristallfeld extrahierte EP ist
vermutlich besser geeignet zur Simulation der fiir Wirkstoff-
Rezeptor-Wechselwirkungen charakteristischen physiologi-
schen Bedingungen als das aus dem isolierten stationédren
Zustand berechnete Potential. Dies liegt daran, dass es
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Abbildung 4. Darstellung von Isooberflichen des elektrostatischen Po-
tentials. a) Experimentell, aus dem Kristallfeld extrahiert nach der
Methode von Su und Coppens? b)berechnet aus der HF/6-
311++G(d,p)-Wellenfunktion des isolierten Molekiils. Die Werte der
Isooberflichen in beiden Darstellungen sind: rot=—0.1 eA’l, blau=
+10eA

Effekte aufgrund intermolekularer Wechselwirkungen ein-
bezieht, welche von der gegebenen Kristallpackung her-
rithren, einem Zustand, in dem molekulare Erkennung in
hohem MaBe verwirklicht ist. Um vergleichbare theoretische
Ergebnisse zu erhalten, ist es notig, Rechnungen an perio-
dischen Systemen vorzunehmen, was mit der gegenwértigen
CPU-Leistung kaum durchfiihrbar und bestimmt unmoglich
fur groBere Systeme ist. Diese Tatsache ermutigt zur Ver-
wendung experimentell abgeleiteter elektronischer Eigen-
schaften bei der Modellierung biochemischer Prozesse, da
ausschlielich geometrische Betrachtungen sicherlich nicht
ausreichend fiir deren Beschreibung sind. Nur sterische und
elektronische Komplementaritdt wird zu einer erfolgreichen
Wirkstoff-Rezeptor-Wechselwirkung fithren, somit dient die
genaue Bestimmung der elektronischen Ladungsverteilung
als Grundlage fiir ein besseres Verstindnis solcher Wechsel-
wirkungen. Da die vorliegende Studie gezeigt hat, dass
Ladungsdichtebestimmungen auch an Wirkstoffmolekiilen
mittlerer GroBe mit gingiger Laborausstattung in kurzer
Zeit durchfiihrbar sind, hat diese Methode das Potential, den
Prozess der Wirkstofffindung zu verbessern.

Eingegangen am 14. Juli 2000 [Z15449]
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