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The X-ray structure of Mezerein from Daphne mezereum L. was determined by aid of direct
methods. Comparison with Phorbol and Daphnetoxin led to the absolute configuration. A tentative
mechanism for the antileukemic activity is proposed.

Im Rahmen unserer Strukturuntersuchungen an
cocarcinogen und antitumorwirksamen Verbindun-
gen pflanzlicher Herkunft haben wir bereits frither
iiber die Struktur des Phorbols aus Euphorbiaceen-
Arten berichtet!. Ein &hnliches Kohlenstoffgrund-
geriist wie das Phorbol besitzen zwei Verbindungen,
die aus dem Seidelbast (Daphne mezereum L.) iso-
liert wurden. Die beiden alkoholischen Diterpenester
Daphnetoxin und Mezerein besitzen wie die Phor-
bolester eine cocarcinogene und hautreizende Wir-
kung 2. Dariiber hinaus zeigt das Mezerein im
Miusetest in einer Dosierung von 50 u/kg eine
deutliche Hemmwirkung gegeniiber P-388 und
L-1210 Leukémien 3.

Die Struktur des Daphnetoxins ist von Stout?
durch Rontgenstrukturanalyse geklart worden. Die
ersten Untersuchungen iber das Mezerein stammen

von Schildknecht u. a. ¢ sowie Ronlan und Wick-

Abb. 1.

a) Phorbol

Sonderdruckanforderungen an Prof. Dr. H. Wagner, In-
stitut fiir Pharmazeutische Arzneimittellehre der Univer-
sitdit Miinchen, Karlstrale 29, D-8000 Miinchen 2.

OH CH20H

b) Daphnetoxin

berg 7. Demnach muflte das Mezerein dasselbe Koh-
lenstoffgrundgeriist wie Phorbol und Daphnetoxin
besitzen. Vom Daphnetoxin sollte es sich durch
eine zusitzliche Phenylbutadiensdure (Cinnamal-
essigsdure) -estergruppe unterscheiden. Die von bei-
den Autoren gemachten Strukturvorschldge unter-
scheiden sich nur in der Stellung dieser Esterfunk-
tion (C; oder C;, — OH).

Um zwischen beiden Strukturen entscheiden zu
konnen und um aus der rdumlichen Struktur des
komplexen Molekiils Hinweise iiber den moglichen
Mechanismus der beschriebenen biologischen Aktivi-
taten zu erhalten, haben wir mit einem von Herrn
Prof. Schildknecht (Heidelberg) erhaltenen Einkri-
stall eine Rontgenstrukturanalyse durchgefiihrt. Nach
Abschluf} unserer Arbeiten, die zur endgiiltigen
Struktur des Mezereins fithrten, erhielten wir
Kenntnis von einer Kurzmitteilung von Nyborg und
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LaCour?8, in der ebenfalls iiber die Strukturaufkla-
rung des Mezereins berichtet wurde. Da eine aus-
fithrliche Mitteilung bisher nicht erfolgt ist, geben
wir nachstehend unsere unabhéngig davon erhalte-
nen Ergebnisse bekannt.

Ergebnis und Diskussion

Die Rontgenstrukturanalyse zeigte, dal3 Mezerein
die Struktur des Daphnetoxins mit der Cinnamal-
essigsdure in Position 12 besitzt, wenn man der
Numerierung des Phorbols folgt. Somit konnte zu-
gunsten des Strukturvorschlags von Ronlan und
Wickberg 7 entschieden werden. Abb. 2 gibt die
Struktur des Molekiils, Abb. 3 die Abstinde und
Winkel der C — C-und C — O-Bindungen wieder. Der
Vergleich mit den bekannten absoluten Konfigura-
tionen des Phorbols und Daphnetoxins ergibt fir
das Mezerein zugleich seine absolute Konfiguration
(Abb. 2).

Mezerein ist ein tricyclisches Diterpen. Die drei
Ringsysteme sind untereinander trans verkniipft.

Abb. 2. Molekiilstruktur in der Projektion auf die kristallographische X-Y-Ebene.

der Atome innerhalb der Schwingungsellipsoide.

Im Cyclopentenring sind die Bindungswinkel der
sp>-hybridisierten Kohlenstoffe merklich kleiner als
120° (112° und 109,8°). Im 7-Ring sind die
Winkel am Cg und C; offensichtlich durch die
Epoxidbriicke stark aufgeweitet. Auch die iibrigen
Bindungswinkel (Mittelwert 114,7°) liegen erheb-
lich iiber dem Tetraederwinkel von 109,5°. Der
Cyclohexanring liegt in verdrillter Wannenform
vor. Die Strukturanalyse zeigte sehr deutlich die
Lage der im Molekiil enthaltenen Doppelbindungen
anhand der Bindungslangen an, insbesondere in der
Seitenkette der Cinnamalessigsdure. Auffallend ist
die weit aus dem Ringsystem herausragende Seiten-
kette. Die gegeniiberlingende Seite des Molekiils er-
halt dagegen durch die tertidren und sekundéren
OH-Gruppen am 7-Ring einen mehr hydrophilen
Charakter. Ahnliche Struktureigentiimlichkeiten be-
sitzen die antileukdmisch wirksamen Maytansid-
Ester 9. Diese besitzen ein 19-gliedriges Ringsystem,
in dem die beiden lidngeren Seiten mahezu parallel
zueinander verlaufen. Von diesen triagt die eine
Seite ebenfalls eine herausragende Esterfunktion.

50% Wahrscheinlichkeit fiir die Lage
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Da die nicht veresterten Maytansinoide nicht mehr
antileukdmisch wirken und auch fiir den Grund-
alkohol Phorbol bisher nur eine cocarcinogene, aber
keine cancerostatische Wirkung beschrieben wurde,
wire denkbar, daBl auch fiir die Wirkung des
Mezereins diese Esterfunktion bei der Bildung selek-
tiver Molekiilkomplexe mit biologischen, das Wachs-
tum regulierenden Makromolekiilen eine wichtige

Rolle spielt.

Experimenteller Teil

Mezerein kristallisierte in gelblichen durchsichti-
gen Prismen. Von einem Kristall der Grole 0,5 x
0,4 x 0,2 mm wurden Oszillations-, Weilenberg- und
Prizessions-Aufnahmen gemacht. Sie wiesen auf
die orthorhombische Raumgruppe P2,2,2; und die
folgenden Gitterkonstanten hin: a=21,92 A, b=
11,52 A, ¢=13,42 A. Die Dichte wurde mit der
Schwebemethode in H,0/KBr-Losung zu 1,228 g/

cm? bestimmt und ergibt 4 Molekiile in der Elemen-

Abb. 3. Bindungsabstidnde und -winkel des Mezereins.
Nicht in der Abbildung enthaltene Winkel:
IC3—C,4—Cy 110,4; Cy0—Cg—C; 112,7; C3—Ce—C;
114,6; —Cg—C; 1234; C;—Cy—0, 101,9;
Cy4—044—Cy 102,35 C;3—0,3—Cyy 106,45 Cy5—Cys
—0,5 109,65 0y—Cs;—O0;3 110,7; Oy4—Cy—Cy/
114,1. Die Standardabweichungen der angegebenen
Abstinde und Winkel sind <2,02 A bzw. 1°.

tarzelle. Auf einem Siemens-Einkristalldiffraktome-
ter wurden mit CuKa-Strahlung 2808 unabhingige
Reflexe bis zu einem maximalen © von 60° gemes-
sen, wovon 227 [ <20 (J)] nicht beobachtet waren
(©/2 O-Abtastung, scan-Breite +1°, 5-Wert-Mes-
sung, Mefigeschwindigkeit 60 sec pro Grad). Nach
jeweils 20 Reflexen wurde ein Referenzreflex gemes-
sen, dessen Intensitit wahrend der Messung um

Tab. I. Reflex-Startsatz.

h k1 E Verwendung  Startphasen Phasen
nach
Endver-
feinerung

9 011 3,59 U 90° 90°

1 1 0 251 o BPOnes 90° 90°

11 010 249 |'estiesung 360° 360°

10 1 9 293 enantiom. 45°,135° 143°

12 1 8 2,76 . 45°,135°, 94°

7 5 9 240 }pe"“““e” {2250,3150 312°
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Tab. II. Atomparameter des Mezereins. Die Orts- und Temperaturparameter sind mit einem Faktor IQ‘ multipliziert. Die
in Klammern angegebenen mittleren Fehler beziehen sich auf die letzte angegebene Dezimalstelle. Die Ortsparameter z,
y, z sind in fraktionellen Einheiten der Elementarzellenkonstanten angegeben.

c(1)
c(2)
c(3)
c(%)
c(5)
c(6)
c(7)
c(8)
c(9)
c(10)
c(11)
c(12)
c(13)
c(14)
c(15)
c(16)
c(17)
c(18)
c(19)
c(20)
c(21)
c(1)!
c(2)!
c(3)!
c(4)!
c(5)!
c(6)"
c(1)"
c(e)'
C(})ll
c(u)'
c(s)'!
c(6)'
c(7)'
C(B)vl
c(9)"
c(10) !
c(11) '
0(3)
0(x4)
o(5)
o(7)
0(9)
o(12)
0(13)
o(14)
0(20)
o(1)'!

p.4
8323(4)
7962(4)
7470(4)
7596(4)
7012(4)
712&(&)
7712(3)
8324(3)
8599 (4)
8110(4)
9089(3)
9409 (4)
9435(4)
8796 (4)
9843 (4)
9609(5)

10498(5)

9578 (4)
7998(5)
6510(4)
9242(3)
9542(4)
9756(4)

10065(5)
10127(5)

9902(5)
9609(5)
9167 (4)
8759(4)
8832(4)
8&46(5)
8605(5)
8285(6)
2742(8)
2507(11)
2875(13)
3331(9)
3556(7)
7021(3)
7793(3)
6608(3)
7446(2)
8893(2)
9076(2)
9711(2)
8898(2)
6602(3)
9527(3)

Y
7807(7)
8105(7)
7247 (8)
6222(7)
5906(9)
5064(8)
4556(8)
45608(7)
5784(7)
6688(7)
5528(8)
4379(8)
4052(8)
3994(7)
2985(9)
1898(9)
3223(12)
6516(9)
9181(9)
4467(10)
5610(7)
6369(8)
7448(8)
8116(10)
7706(10)
6585(10)
5935(9)
3342(8)
2418(9)
2123(8)
1221(9)

803(10)
-192(11)
5659(13)
6698(18)
7099(18)
6515(25)
5629(17)
7308(6)
5290(5)
5331(8)
5562(5)
6339 (%)
3424(5)
5054(5)
4713(5)
3808(8)
3928(6)

z
1880(6)
2645(7)
2757(7)
2055(6)
1472(6)

605(6)
273 (6)
794(6)
1103(5)
1376(6)
1944(6)
1764(6)
644(6)
140(5)
464(6)
461(8)
325(9)
2055(7)
3300(8)
304(7)
-373(6)
-1166(6)
-922(7)
-1629(7)
-2602(8)
-2842(7)
-2123(7)
3266(6)
3676(6)
4644(7)
5090(8)
6007(9)
6469(10)
3854(13)
3352(18)
2498(23)
2031(29)
2705(17)
3313(5)
2666(4)
2144(5)
-237(4)
243 (4)
2251(4)
197(4)
-745(3)
-583(5)
3714 (%)

P11
23(2)

25(2)
2i4(2)
19(2)
18(2)
18(2)
17(2)
13(2)
18(2)
18(2)
17(2)
18(2)
17(2)
17(2)
24(2)
45(4)
22(3)
19(2)
41(3)
24(2)
17(2)
15(2)
29(2)
33(3)
35(3)
33(3)
29(3)
23(2)
28(3)
27(2)
42(3)
33(3)
38(4)
77(7)
96(10)
121(12)
30(5)
32(4)
27(2)
21(1)
22(2)
16(1)
15(1)
21(1)
15(1)
16(1)
35(2)
30(2)

Boo
70(7)

65(7)
76(7)
68(7)
119(10)
77(8)
90(8)
69(7)
64(7)
59(7)
82(8)
92(8)
88(8)
76(7)
107(9)
89(10)
181(16)
117(10)
87(9)
142(12)
77(7)
82(8)
91(9)
109(10)
133(12)
124(11)
124(11)
92(8)
114(10)
88(8)
84(9)
121(12)
128(13)
189(18)
177(22)
209(22)
575(47)
328(30)
122(7)
70(5)
219(11)
81(5)
72(5)
92(5)
86(5)
69(5)
177(10)
116(7)

B33
51(5)

60(6)
49(5)
41(5)
46(5)
46 (5)
28(4)
36 (4)
34(5)
44(5)
33(4)
29(4)
40(5)
24(4)
40(5)
63(7)
105(10)
59(6)
85(8)
57(6)
40(5)
44(5)
56(6)
62(6)
53(7)
54(6)
47(6)
42(5)
49(5)
64(7)
71(7)
109(9)
119(10)
164(15)
283(27)
260(34)
866(63)
308(27)
58(4)
39(3)
77(5)
36(3)
34(3)
33(3)
44(3)
3413)
80(5)
39(4)

Bio
5(3)

7(4)
3(4)
4(3)
—1(4)
-4 (3)
-7(3)
-1(3)
-4(3)
-3(3)
-2(3)
0(3)
6(3)
9(3)
21\y)
20(5)
25(6)
-15(4)
4(5)
—24(4)
1(3)
2(3)
-9(4)
-10(5)
-20(5)
-16(5)
-14(5)
11(4)
~1(4%)
5(4)
-1(5)
8(5)
21(6)
74(10)
68(13)
-113(14)
-57(13)
-32(10)
9(3)
-1(2)
-30(4)
0(2)
-5(2)
4(2)
1(2)
2(2)
-21(4)
-14(3)

P13
1(3)

3(3)
-1(3)
4(3)
7(3)
-3(3)
2(2)
-0(2)
2(2)
2(3)
-5(2)
1(2)
-2(3)
-0(2)
-0(3)
2(4)
6(4)
-5(3)
-2(4)
1(3)
1(2)
3(2)
2(3)
9(4)
7(4)
11(4)
10(3)
4(3)
9(3)
11(3)
23(4)
20(5)
34(5)
-70(9)
-108(14)
-64(19)
-70(15)
-33(9)
14(2)
6(2)
22(3)
o(2)
6(2)
-3(2)
o(2)
1(2)
-7(3)
-8(2)

Bos
3(6)
12(6)
-2(6)
-8(5)
-23(6)
-13(6)
-2(6)
-10(5)
-1(5)
-8(5)
-7(5)
12(5)
-3(6)
10(5)
2(6)
4(7)
16 (12)
-15(7)
-56(8)
-25(8)
-2(5)
4(5)
4(6)
17(7)
18(8)
5(8)
-2(7)
4(6)
-5(7)
15(7)
-7(7)
52(9)
32(11)
-71(14)
-99(21)
105(24)
599(48)
239(26)
-13(5)
1(4)
-53(7)
2(4)
-3(3)
5(4)
6(4)
-1(3)
-16(6)
5(4)




682 H. Lotter et al. - Rontgenstrukturanalyse von Mezerein aus Daphne mezereum L.

weniger als 5% abfiel, so daf} alle Daten an einem
einzigen Kristall gesammelt werden konnten. Ab-
solute Skalierung wurden mit Wilson-Statistik vor-
genommen und ergab einen Skalierungsfaktor von
0,29 und einen overall Temperaturfaktor B =5,1 A2
Eine Absorptionskorrektur wurde nicht vorgenom-
men, da die Verbindung kein Schweratom enthielt
und der zur Messung verwendete Kristall keine ex-
treme Pldttchenform aufwies. Atomformfaktoren
wurden den ,,International Tables for X-Ray Crys-
tallography“ entnommen *°.

Die Struktur wurde gelost mit Hilfe von direkten
Methoden ! unter Verwendung des Programm-
systems MULTAN 74 12, Fiir diese grofle Molekil-
struktur schien es uns zweckmiflig, das vorhandene
Programm so zu erweitern, dal} es eine moglichst
hohe Anzahl von Phasenbeziehungen (2, relations)
speichert. Wir liefen deshalb 4999 Phasenbeziehun-
gen bei 400 E-Werten zu. Neben drei vorgegebenen
Startreflexen fiir die Wahl des Ursprungs und
einem Reflex fiir die Festlegung der enantiomor-
phen Struktur wurden zwei weitere allgemeine Re-
flexe ausgewdhlt und deren Phasen permutiert

(siehe Tab. I).
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