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Bindungsaffinititen von Wirt-Gast-Komplexen

Die Affinititen von Wirten — ausgehend von kleinen synthetischen

Angewandte

Aus dem Inhalt

Cavitanten bis hin zu groflen Proteinen — fiir organische Molekiile sind

gut dokumentiert. Die mittleren Assoziationskonstanten fiir die
Bindung organischer Molekiile durch Cyclodextrine, synthetische

Wirte und Albumine in Wasser sowie von katalytischen Antikorpern
oder Enzymen fiir Substrate betragen im Allgemeinen 10°°*?° M'. Die 3. Ursachen und Grenzwerte von

Bindungsaffinitiiten steigen bei der Komplexierung von Ubergangs-
zustanden und biologischen Antigenen durch Antikorper oder von
Enzymen durch Inhibitoren auf 10° m™" und auf 10" m™" fiir
Enzym-Ubergangszustands-Komplexe. Die Griinde fiir die unter-

schiedlichen Stabilititen dieser Wirt-Gast-Systeme sollen hier unter-

sucht werden, und wir beschreiben Ansitze zur computergestiitzten
Analyse der Wirt-Gast-Komplexbildung in Losung. Bei vielen

Komplexklassen besteht eine ungefihre Korrelation der Bindungs-

affinitit mit der Grofse der Oberfliche, die bei der Komplexierung
vergraben wird. Enzyme folgen dieser Korrelation nicht, sondern
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binden Ubergangszustinde sehr viel stirker als es anhand der Ober-

fliche zu erwarten wiire.

1. Einleitung

Der Begriff der molekularen Erkennung wurde zur
Beschreibung nichtkovalenter Wechselwirkungen zwischen
Molekiilen eingefiihrt. Dies schliet die Chemie von Wirt-
Gast-Komplexen, wie sie durch Cram definiert wurde, und die
durch Lehn etablierte supramolekulare Chemie ein und
umfasst Theorie und Experiment.!!! Ob Maskierung, Senso-
rik, Kristallisation, Katalyse, Loslichkeit, Selbstorganisation,
Verteilungsverhéltnisse in nichtmischbaren Losungsmitteln,
Rezeptor-Wirkstoff-Wechselwirkungen: Typ und Stidrke von
Wechselwirkungen zwischen Molekiilen spielen bei vielen
Phénomenen eine Rolle, die Gegenstand der aktuellen
Forschung in der Chemie, der Biologie und den Materialwis-
senschaft sind.

Ein Hauptziel bei der Erforschung der molekularen
Erkennung ist die Steuerung der Selektivitidt und die Maxi-
mierung der Bindungsenergien der Wirt-Gast-Komplexe. Fiir
Maskierungs- und Sensormethoden und zur Steuerung des
Aufbaus supramolekularer Aggregate werden grofle Bin-
dungskonstanten und eine eindeutige Diskriminierung zwi-
schen unterschiedlichen Wirten angestrebt.! Antikorper sind
die vielseitigen Bindungspartner natiirlicher Systeme, und fiir
die meisten Antigene verfiigt das Immunsystem tiber Anti-
korper mit einer geeigneten Bindungsstelle.”) Antikorper
sind zu Katalysatoren weiterentwickelt worden, wenngleich
die angestrebte starke und selektive Bindung von Ubergangs-
zustdnden durch Antikorper bislang nur in wenigen Féllen
erreicht wurde.”) Im Unterschied dazu sind die natiirlichen
Katalysatoren, die Enzyme, bemerkenswert selektive und
leistungsfiahige Liganden fiir Ubergangszustinde.”! Versuche,
beim Design und der Synthese von Katalysatoren die
Bindung von Ubergangszustinden nachzuahmen, lieferten
Produkte, die den Enzymen oder auch nur den besten
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katalytischen Antikorpern nicht eben-

biirtig sind.’! Zum Nachweis selektiver

Enzym-Inhibitoren und Rezeptor-
Agonisten und -Antagonisten wird in der Medizinischen
Chemie eine Reihe von Techniken eingesetzt, vom rationalen
strukturbezogenen Design iiber Methoden der kombinatori-
schen Chemie bis zum Hochdurchsatz-Screening.”! Bei der
Quantifizierung von Wirt-Gast-Komplexen wurden bereits
groBe Fortschritte erzielt,"”® vieles aber bleibt noch auf-
zukléren.

Zu einem besseren quantitativen Verstandnis molekula-
rer Erkennung haben wir die Bindungsenergien von Wirt-
Gast-Komplexen unterschiedlicher Klassen verglichen. Mit
eingeschlossen waren Komplexe mit Proteinwirten wie Albu-
minen, Antikorpern und Enzymen. Wir identifizieren Muster,
denen die Bindungskonstanten von Komplexen organischer
Molekiile mit synthetischen Wirten, Antikorpern und Enzy-
men folgen, und geben Grenzwerte fiir die Stérke von
Bindungskonstanten an, die mit den jeweiligen Wirtssyste-
men erreicht werden (oder wahrscheinlich erreichbar sind).
Des Weiteren legen wir fest, welche Bindungsenergien als
typisch angesehen werden konnen.

Wirte und Géste sind gewohnlich neutrale organische
Molekiile, wobei insbesondere bei Proteinwirten und Rezep-
toren auch Carboxylate oder protonierte Amine vorkommen.
Metall-Ionen-Komplexe blieben in diesem Aufsatz bewusst
nicht berticksichtigt, nur in einigen Féllen wurden Daten zu
Metalloenzymen mitaufgenommen. Die Bindungskonstanten
wurden gewohnlich in Wasser gemessen, wir gehen aber auch
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auf die Stabilitit von Komplexen in organischen Losungs-
mitteln ein.

Wir fassen in diesem Aufsatz die mittleren Bindungs-
energien und die Verteilung der Komplexstabilitdten zahlrei-
cher Wirtsklassen zusammen. Diese umfassen Cyclodextrine
und synthetische nichtcyclodextrinische Wirte in Wasser und
organischen Losungsmitteln, Albumine und andere Proteine
in Komplexen mit organischen Molekiilen, Antikorper-Kom-
plexe mit Biomolekiilen und nichtbiologischen organischen
Molekiilen sowie Enzym-Substrat-Komplexe. Ebenfalls
untersucht wird die Bindung von Ubergangszustinden und
Ubergangszustandsanaloga durch katalytische Antikorper
und Enzyme.

Zunichst stellen wir die Bindungsenergien jeder Wirts-
klasse graphisch-statistisch dar. Die Bindungskonstanten der
organischen Wirte und einiger Proteine sind experimentell
bestimmt worden; die Konstanten fiir katalytische Anti-
korper und Enzyme wurden hauptsédchlich aus der Michaelis-
Menten-Kinetik abgeleitet, aus der sich eine effektive Disso-
ziationskonstante K\, ergibt. Um Vergleiche zu erleichtern,
werden die Bindungsenergien aller Wirt-Gast-Komplexe in
diesem Aufsatz als Assoziationskonstanten mit der Einheit
M~ ! ausgedriickt. Insbesondere werden die Konstanten K,
Ky, K; (die Inhibitionskonstante) und K, (die Ubergangszu-
stands-Dissoziationskonstante nach Wolfenden) als Rezi-
prokwerte angegeben, wihrend K,-Werte unveréndert blei-
ben. Die Verteilungskurven geben die Zahl der Wirt-Gast-
Komplexe an, die in ein bestimmtes Intervall von K, fallen.
Aus den Basisdaten wurden der Mittelwert von K, und die
Standardabweichung berechnet. Aus den verfiigbaren Daten
wurden ferner fiir einige Klassen AH und AS ermittelt und
graphisch dargestellt. Diese Diagramme lassen erkennen, ob
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eine Korrelation zwischen Enthalpie und Entropie existiert
und ob diese eine extrathermodynamische Signifikanz hat.
Abschlieend analysieren wir die Ursachen der beob-
achteten Trends in den Bindungsstérken. Das Phdnomen der
Enthalpie-Entropie-Kompensation und hydrophobe Effekte
sowie deren Beitridge zur Bindungsstirke werden untersucht.
Wir vergleichen die Grof3e der bei der Bindung vergrabenen
Wirt-Gast-Oberfliche mit der Komplexstabilitit und
beschreiben schlieflich eine einfache Methode zur Vorher-
sage von Bindungsaffinititen unterschiedlicher Wirt-Gast-
Systeme anhand der Grof3e der vergrabenen Oberfliche.

2. Bindungskonstanten: Trends

2.1. Bindungskonstanten organischer Wirte
2.1.1. Cyclodextrine

Cyclodextrine sind wasserlosliche Wirte mit einem hydro-
phoben Hohlraum, der eine Vielfalt kleiner organischer
Molekiile aufnehmen kann.’! a-Cyclodextrin besteht aus
sechs Glucosebausteinen, -Cyclodextrin aus sieben und y-
Cyclodextrin aus acht. Die Hohlrdume dieser drei Cyclodex-
trine unterscheiden sich geringfiigig in ihren geometrischen
Eigenschaften und ihrer Bevorzugung von Molekiilen
bestimmter GroBe (Abbildung 1).

Abbildung 2 zeigt ein Kalottenmodell des a-Cyclodex-
trin-(p-hydroxybenzoesidure)-Komplexes, eines typischen, in
wissriger Losung gebildeten Cyclodextrinkomplexes, im
Kristall."® Der hydrophobe Hohlraum umgibt den aroma-
tischen Ring, der polare Substituent ragt in die Wasserphase.
Die Assoziationskonstante K, dieses Komplexes betréagt
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Abbildung 1. Strukturen von a-
Waals-Oberfliche der Molekiile ermittelt.

& 4

Abbildung 2. Aufsicht (links) und Seitenansicht (rechts) des Komple-
xes aus o-Cyclodextrin und p-Hydroxybenzoesiure.

10°m 1;1%! die GroBe wird hiufig als millimolare Dissozia-
tionskonstante angegeben (K,=10"m). Die entsprechende
Gibbs-Bindungsenergie in Wasser betrigt —4.1 kcalmol™'.
Zahlreiche neutrale Gastmolekiile, die hinreichend klein
sind, um in den Hohlraum zu passen, weisen &hnliche
Bindungsenergien auf. In Abbildung 3 ist die Haufigkeit
von Komplexen in bestimmten K,-Intervallen fiir a-, 3- und y-
Cyclodextrine aufgetragen.''2l Diese und nachfolgende
Verteilungskurven geben fiir den gesamten Bereich, fiir den
Daten zugénglich sind, die Zahl der Komplexe mit Gleich-
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(links), B- (Mitte) und y-Cyclodextrinen (rechts). Die Abmessungen wurden zwischen Punkten auf der Van-der-
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Abbildung 3. Verteilung der a-, f- und y-Cyclodextrin-Komplexe auf

Intervalle von IgK, (K,=10>*""m~", n=2Zahl der Komplexe).'" '

gewichtskonstanten in einem Intervall von 0.25 pK,-Ein-
heiten an. Einzelgraphiken dieses Typs fiir o-, - und y-
Cyclodextrine wurden von Connors erstellt.’] Bei den Gast-
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molekiilen handelt es sich meist um Benzol- und Adamantan-
Derivate sowie andere kleine organische Molekiile mit
hydrophoben und polaren Teilen. Die mittlere Gibbs-Bin-
dungsenergie (AG) der in Abbildung 3 aufgenommenen 1257
Komplexe betrigt —3.5+ 1.4 kcalmol ™!, der entsprechende
K,-Wert ist 10**"'m~!. Die fiir die AG- und K,-Werte
genannten Fehlergrenzen sind Standardabweichungen.
Anders ausgedriickt fallen 68% (1 Standardabweichung)
der Komplexe in den Bereich 10**"'m~! (10"*-10**m~") und
95% (2 Standardabweichungen) in den Bereich 10>°**?m~;
die K,-Werte betragen somit 1-10°mM~'. Dies kann noch als
schmaler Bereich aufgefasst werden, ermoglicht aber eine
erhebliche Selektivitdt in einem dynamischen Bereich der
Bindungsaffinitit von 10°.

Trotz dieser schmalen Verteilung der Gibbs-Bindungs-
energien von —3.5+ 1.4 kcalmol ! variieren die Komplexie-
rungsenthalpien (AH) iiber einen weiten Bereich von —20 bis
5 kcalmol ' In Abbildung 4 sind die AH- gegen die AS-Werte

-0

AH|
kecal mol™!

30 +

-40 -

AS/kcalmol ' K1 —

Abbildung 4. Auftragung von AH gegen AS fiir a-, - und y-Cyclodex-
trin-Komplexe;""! ein Geradenangleich ergibt
AH=281.8(+4.1) AS—3.3(:0.0).

aufgetragen, die fiir 1121 der Komplexe in Abbildung 3
gemessen wurden.'"!! Es tritt ein starker Enthalpie-Entropie-
Kompensationseffekt auf, sodass die Gibbs-Komplexierungs-
energie stets etwa —3.5kcalmol™! betrigt. Auftragungen
dieses Typs wurden von Connors fiir einzelne Cyclodextrin-
klassen veroffentlicht.”) Die Anordnung der Wertepaare
konnte eine enge Beziehung zwischen der Stidrke einer
Bindung und den AH- und AS-Werten widerspiegeln. Alter-
nativ konnte es auch ein fundamentales Prinzip geben, nach
dem die AG-Werte sémtlicher Komplexe etwa —3.5
kcalmol™' betragen; da AG=AH-TAS ist, miisste AH
dann ungefihr (TAS—3.5)kcalmol™' betragen. Falls die
Temperaturabhéngigkeit von K, nicht mit hoher Genauigkeit
iiber einen groBen Temperaturbereich messbar ist, konnen
auch experimentelle Fehler fiir eine scheinbare Korrelation
zwischen AH und AS verantwortlich sein. Auf diesen Punkt
werden wir in Abschnitt 3.2 genauer eingehen.

2.1.2. Synthetische Wirte

Auch fiir viele andere neutrale Wirt-Gast-Komplexe in
Wasser wurden experimentelle Daten gesammelt.'*?” Ab-
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bildung 5 enthilt die Haufigkeitsverteilung der lg K,-Werte
aller 973 Komplexe, deren Assoziationskonstanten in wassri-
ger Losung in Lit. [13-27] aufgefiihrt sind. Komplexe mit
metallhaltigen Wirten und/oder geladenen Gastmolekiilen
wurden nicht beriicksichtigt. Bei den Gésten handelt es sich
meist um kleine neutrale organische Molekiile von Benzol-
Derivaten bis zu Steroiden.
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Abbildung 5. Hiufigkeitsverteilung von Komplexen nichtcyclodextrini-
g 5 g g p Y

scher Wirte in wissriger Lésung auf Intervalle von IgK,

(K — 103416 Mq) [13-27]

Als Wirte wurden viele der bekanntesten organischen
Rezeptoren eingesetzt, wobei einige erst durch spezielle
Substituenten in eine wasserlosliche Form tiberfiihrt wurden:
Resorcinole,!” Resorcinarene, Cyclophane,™ Azacyclo-
phane, ! Ammoniumcyclophane,”” Kronenether und ihre
Stickstoffanaloga (makrocyclische Polyamine),'s! Calix-
arene,'” Dougherty-Cyclophane,” ein makrocyclisches De-
rivat der Trogerschen Base,?!! Flavinophane,” metallfreie
Porphyrine,”! Cyclotetrachromtropylen,’ die Lehnschen
Arenwirte,™ Hexapus® und Cucurbituril® (siche Abbil-
dung 6). Die K,-Werte liegen hauptsichlich im Bereich von 1
bis 10’m~! (siehe Abbildung 5). Der statistische Wert von K,
ist 10***'"m~!, entsprechend einem AG-Wert von —4.6+
2.1 kcalmol ', Die mittlere Bindungsenergie dieser syntheti-
schen Wirte in Wasser ist nur etwa 1 kcalmol * grofer als die
der Cyclodextrine, und die Werte dieser unterschiedlichen
Wirtstypen streuen iiber einen etwas grofSeren Bereich.

Es gibt einige Ausnahmen von diesem allgemeinen Bild:
Beispielsweise berichteten Whitesides et al. iiber eine hohe
Assoziationskonstante von K,=10"M"! bei einem syntheti-
schen Wirt-Gast-Komplex.”® In diesem Fall besteht das
Wirtsmolekiil allerdings aus drei Vancomycineinheiten an
einem Arenkern, und der Gast enthélt drei Peptideinheiten,
die an die Vancomycinreste binden. Die Bindungsenergie pro
Einheit ist in diesem System fast die gleiche wie bei einem
einzelnen Vancomycin-Peptid-Komplex.”™ Die einzelne
Wirt-Gast-Wechselwirkung in diesem und anderen polyva-
lenten Systemen ist somit in Einklang mit obigen Aussagen.

Bei den 58 Systemen, fiir die thermodynamische Daten
bekannt sind, tritt ebenfalls eine Enthalpie-Entropie-Kom-
pensation auf (Abbildung 7). Die Werte streuen deutlich
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Abbildung 6. Beispiele wasserloslicher nichtcyclodextrinischer Wirte von organischen Molekiilen.*"]

starker als bei den Cyclodextrinen, was auf die groBeren
Unterschiede der Wirtsmolekiile zuriickgefiihrt werden kann.
Angesichts dieser strukturellen Vielfalt ist die Verteilung der
Bindungskonstanten aber bemerkenswert schmal.

2.1.3. Organische Wirt-Gast-Komplexe in nichtwdissrigen
Lésungsmitteln

Abbildung 8 zeigt eine Haufigkeitsverteilung der Bin-
dungskonstanten von Komplexen aus organischen Wirten
und kleinen neutralen organischen Gastmolekiilen.? Fiir die
1710 beriicksichtigten Komplexe ist K, = 10***'*m~!, entspre-
chend einer Gibbs-Bindungsenergie von —3.142.2 kcal
mol™". Die Streuung #hnelt der in wissriger Losung, die
Bindungskonstanten sind im Mittel aber etwa zehnmal
kleiner. Einige Beispiele von Wirten sowie die Losungsmittel,
in denen die Bindungsenergien gemessen wurden, sind in
Abbildung 9 wiedergegeben. Die Wirtsmolekiile dhneln den
in Abschnitt 2.1.2 behandelten wasserloslichen Wirten. Die
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Abbildung 7. Auftragung von AH gegen AS fiir Komplexe aus organi-
schen nichtcyclodextrinischen Wirten und Gasten in wassriger
Lasung;"?" ein Geradenangleich ergibt

AH=310.7(33.2) AS—3.3(+0.4).
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Abbildung 8. Verteilung von Komplexen organischer Wirte in nicht-

wissrigen Lésungsmitteln auf Intervalle von IgK, (K,=10>*"¢m™").!
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mittlere Differenz von 1.5 kcalmol™ zwischen den Gibbs-
Bindungsenergien in Wasser und in organischen L&sungs-
mitteln unterstreicht den Einfluss hydrophober Effekte auf
die Komplexstabilitdt. Bei den 276 Fillen, fiir die entspre-
chende Daten veroffentlicht wurden, tritt erneut eine Ent-
halpie-Entropie-Kompensation auf (Abbildung 10).”*!

K. N. Houk et al.

-0.1 -0.06 ';.&W :
*"”» ‘.. L
. - 10 4 %
AH/ - '. -

kecal mol™! .

30 4

40 4
AS I kcalmol 'K™! ——
Abbildung 10. Auftragung von AH gegen AS fiir Komplexe aus organi-

schen Wirt- und Gastmolekiilen in nichtwassrigen Lésungen;® ein
Geradenangleich ergibt AH=229.9(+11.0) AS—3.2(+0.2).

2.2. Bindungskonstanten von Proteinen
2.2.1. Antikérper-Antigen-Komplexe

Antikorper werden vom Immunsystem von Sdugern pro-
duziert, um Fremdstoffe und Fragmente von Bakterien und
Viren zur spiteren Entfernung und Zerstorung zu komple-
xieren und zu markieren. Die sechs hochvariablen Schlaufen

der Antikorperbindungstaschen enthalten ungefihr 100 Ami-
nosdurereste. Die Affinititen (K,') reifer
Antikorper fiir natiirliche Antigene (haupt-
sdchlich immunogene organische Molekiile,
Proteine, Kohlenhydrate und Nucleinsédure-
fragmente) verteilen sich iiber einen weiten
Bereich von 10* bis 10"*M™". Die AG-Werte

erreichen im giinstigsten Fall —19 kcal
mol "B

e : O l Me
¢ 9
Me Me

[

BSN
A oot
8

CeDe, CDCly

CHClp Basierend auf dem begrenzten Satz ver-
fiigbarer Daten wurde eine Héufigkeitsver-
teilung erstellt.”"! Die Bindungsdaten wurden
in zwei Gruppen aufgeteilt: Abbildung 11
enthilt die Daten von Antikorperkomplexen
mit organischen Molekiilen, Abbildung 13
die von Antikorper-Protein- und Antikor-
per-Oligosaccharid-Komplexen. Unter den
untersuchten Antikorpern befinden sich
ganze Immunglobuline (speziell Immunglo-
bulin G, IgG), Fab- und einkettige Fy-Regio-
nen. Es wurde nicht versucht, potenziell
geladene Haptene von den Auftragungen
auszuschlieen.

Fiir Komplexe von Antikorpern mit orga-
nischen Molekiilen Wurden typische K,-
Werte von 10"**'Ym~!' bestimmt. Dies ent-
spricht einer Gibbs-Bindungsenergie von
—10=+3 kcalmol™!, was etwa dem doppelten
Wert der in Abschnitt 2.1.1 beschriebenen
Komplexe aus Cyclodextrinen und syntheti-
schen Wirten entspricht.

In Abbildung 12 sind unterschiedliche
Ansichten einer typischen Antikdrperbin-
dungstasche mit und ohne komplexiertem

CDCly

Ar
0. Cso

CCly CDCl3

Abbildung 9. Beispiele von Wirten fiir organische Molekiile in nichtwissrigen Lésungen. Die
Gleichgewichtskonstanten wurden in den genannten Lésungsmitteln gemessen.”
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Abbildung 11. Verteilung der Antikérper-Antigen-Komplexe auf Inter-
valle von —lgKy (=IgK,) (K,=10"**"?m7").Pl Die hier erfassten Anti-
gene sind relativ kleine organische Molekiile, Daten fiir Proteine und
Kohlenhydrate wurden ausgeschlossen.

2 E 10 11 12

—-lgKy ——

7 13 14

Hapten dargestellt.” Die Abmessungen der Fab-Region von
Antikorpern iibersteigen die der synthetischen Wirte, im
Ubrigen dhneln sich die Hohlrdume der Wirte aber, da beide
Typen weitgehend analog aus hydrophoben Gruppen beste-
hen.

Angewandte

Die Bindung in Antikorper-Protein- und Antikorper-
Oligosaccharid-Komplexen ist stiarker (K,=10%*"7m"!, Ab-
bildung 13). Diese Fragmenttypen sind die natiirlichen Ligan-
den von Antikorpern in vivo. Die Bindungsstellen von
Antikorpern fiir Proteine und Kohlenhydrate sind grofer
und flacher als die fiir kleine organische Molekiile.>*! Die

w

12

o

5 & 7 g = 10

-lgKy ——

11 1 13 14

A

1 a 3 4

Abbildung 13. Verteilung der Antikdrper-Antigen-Komplexe von Protei-
nen und Kohlenhydraten auf Intervalle von —IgKy (=IgK,)
(K — -| 0&9:&1.7 M—])'[.ﬂ]

Abbildung 12. Darstellungen des katalytischen Antikérpers 1E9. Oben links: Kalottenmodell der leeren Bindungsstelle; oben rechts: Bandermodell
des Antikérpers mit Kalottenmodell des komplexierten Haptens; unten links: Bindungsstelle mit komplexiertem organischem Hapten; unten

rechts: Kalottenmodell der Bindungsstelle mit Kalottenmodell (gelb) des komplexierten Haptens.
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Bindungskonstanten K, konnen in zwei Geschwindigkeits-
konstanten zerlegt werden, in die der Bindung (k;) und der
Freisetzung (k_;). Es gilt: K, =k, k_,'. Fiir Antikorper ist k,
etwa 10°M~'s™".” Die Bindung verliuft somit etwa 100-mal
langsamer als die Diffusion in Wasser, kann aber dennoch als
sehr schnell aufgefasst werden, da die Bindungstasche beim
Bindungsprozess desolvatisiert und zu einem gewissen
Ausmal3 reorganisiert werden muss. k_; ist typischerweise
107! 5714l sodass die Bindungskonstanten der Antikorper-
Antigen-Komplexe etwa 10’-10"*m~! betragen.

In dem begrenzten Satz von nur 30 Systemen mit
verfiigbaren Daten kann Enthalpie-Entropie-Kompensation
nachgewiesen werden (Abbilddung 14). Bei den Komplexen,

10 9
0.1 -0.08 -0.02 0.0z
wi °
AHI
-1 . ':'-"
keal mol T P
- .'.0 20 9
5 -
-
30 4
_4& E

AS [ kealmol "K' —

Abbildung 14. Auftragung von AH gegen AS fiir Antikérper-Antigen-
Komplexe;®"! ein Geradenangleich ergibt
AH=296.9(+28.2) AS—10.5(+0.8).

deren Temperaturabhingigkeit der Bildung untersucht
wurde, variierten die Bindungsenthalpien AH zwischen —28
und —8 kcalmol™'. Die Assoziationsenergien werden aller-
dings durch die Enthalpie-Entropie-Kompensation begrenzt.
Die Bindungskonstanten wurden in einem sehr schmalen
Temperaturbereich gemessen, weshalb eine betréchtliche
Ungenauigkeiten der Daten angenommen wird. Dies kann
zu einer scheinbaren Enthalpie-Entropie-Kompensation bei-
tragen (sieche Abschnitt 3.2).

Katalytische Antikorper wie 1E9 (Abbildung 12) werden
vom Immunsystem als Antwort auf kleine stabile Molekiile
(Haptene) produziert, die Analoga der Ubergangszustinde
organischer Reaktionen sind. Haptene docken an Proteine
wie Keyhole-Limpet-Hémocyanin oder Rinderserumalbumin
und induzieren die Antikorperproduktion. Einige dieser
Antikdrper kénnen eine selektive Affinitit fiir Ubergangs-
zustdnde aufweisen und als Katalysatoren fungieren. Kataly-
tische Antikorper fiir eine Reihe von organischen Reaktionen
wurden bereits entwickelt.”! Zur kinetischen Analyse wurden
die Michaelis-Menten-Parameter gemessen. Die Michaelis-
Konstante (K,,) bildet einen oberen Grenzwert fir die
Dissoziationskonstante des Substrats. Es gilt: Ky =(k_;+
ke ) k7!, mit Ky=k_ k;”'. Wenn die Geschwindigkeitskon-
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stante der Reaktion des Protein-Substrat-Komplexes (k)
klein ist gegen die Geschwindigkeitskonstante der Dissozia-
tion (k_,), dann ist K\, eine gute Ndherung fiir K;. Andernfalls
ist K4 kleiner als der experimentelle Wert von Ky, Auf der
Basis von 175 Werten aus der Ubersicht von Blackburn et al.
wurde fiir katalytische Antikorper ein Wert fiir Ky, von
103*19m~! ermittelt (Abbildung 15).5Y Die Bindungsstirke

L]

|h|l|ll|l
4 5 6

—lg Ky ——

i} I ||I|||‘
- i} 1 2

-1

3 7 3 9 10

v
s

Abbildung 15. Verteilung der Komplexe aus katalytischen Antikérpern
und Substraten auf Intervalle von —lg Ky, (K,=10***"0n").Ba

hat somit die gleiche GroBenordnung wie die einfacher
Komplexe von Cyclodextrinen und synthetischen Wirten in
Wasser.

Zur Beschreibung der ,,Katalyseleistung® (,,catalytic pro-
ficiency“) fiihrte Wolfenden die GroBe K, ' ein (K, '=
Kew Kng ™ Kuncar, s Dimension m~'). K,,~' beschreibt die hypo-
thetische Bindungsaffinitit eines Antikorpers oder Enzyms
fiir einen Ubergangszustand.*®! K, wurde auch als Dissozia-
tionskonstante des Enzym-Ubergangszustands-Komplexes
interpretiert. Da Ubergangszustinde nur eine Lebensdauer
von 107"s haben, ist ein Gleichgewicht zwischen einem
Ubergangszustand in Wasser und einem Ubergangszustand
am Enzym nicht méglich. Der hypothetische Gleichgewichts-
zustand kann iiber einen thermodynamischen Kreisprozess
simuliert werden, der wiederum aus der Kinetik der kataly-
sierten und der unkatalysierten Reaktion abgeleitet wird.

Abbildung 16 gibt die Bindungskonstanten K, ' von
Ubergangszustinden Antikdrper-katalysierter Reaktionen
wieder, die aus den Daten von Blackburn et al. abgeleitet
wurden.’” Der Mittelwert von K, ' ist 10°20m~' die
entsprechende Bindungsenthalpie betrdgt —9.042.7 kcal
mol™". Die Ubergangszustéinde typischer Antikorper-kataly-
sierter Reaktionen werden somit etwa 1000-mal stérker
gebunden als die Substrate. Dieser Mittelwert fiir die Reak-
tionsbeschleunigung durch katalytische Antikorper wurde
aus einem Vergleich von Mittelwerten erhalten; durch Ver-
gleich individueller Antikorper kommt man zum gleichen
Wert. Ubergangszustinde werden geringfiigig schwicher
gebunden als Antikorper und kleine immunogene organische
Haptene (10" m™).
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1 2 3 4 3

Abbildung 16. Verteilung der Bindungskonstanten von Komplexen
katalytischer Antikérper mit Ubergangszustianden auf Intervalle von
—lg K, (=1gk,) (K,=10°200) P4

[} 7 3 2 10 11 12

—lg Ky ——

2.2.2. Albumin- und andere Protein-Ligand-Komplexe

Albumine sind Proteine, die in der Blutbahn kleine
Molekiile transportieren.® Gute Transportproteine miissen
gute Bindungs- und gute Freisetzungseigenschaften aufwei-
sen, sodass die Bindungskonstanten nur wenig groer sind als
die der in Abschnitt 2.1.2 beschriebenen synthetischen Wirt-
Gast-Systeme. Abbildung 17 enthilt eine Ubersicht iiber die
gemessenen Bindungskonstanten von Albuminen. Es sind nur
59 Werte verfiigbar, aus denen fiir die Bindungskonstante ein
Mittelwert von 10****M~! erhalten wurde.

3
n
o3 6 7 8 9

S 4 5

lgK, —

10

Abbildung 17. Verteilung der Albumin-Gast-Komplexe auf Intervalle von
gk, (K,=1 06209 m1).B

Die Bindung durch Albumine ist relativ unspezifisch.
Eine typische Bindungsstelle eines Albumins ist in Abbil-
dung 18 wiedergegeben.! Albumine weisen im Allgemeinen
eine Anzahl unterschiedlicher Bindungsstellen am gleichen
Protein auf. Eine der sechs nachgewiesenen Bindungstaschen
des menschlichen Serumalbumins zur Bindung der Fettsdure
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Myristinsdure ist in Abbildung 18 hervorgehoben. Die glo-
bale Struktur des Proteins mit allen Bindungsstellen wird
ebenfalls dargestellt.

Die Untersuchung von Protein-Ligand-Bindungen ist
Gegenstand eines schnell wachsenden und umfangreichen
Forschungsgebietes. Wir wollen uns daher auf einige
bekannte oder sehr starke Wechselwirkungen beschrénken,
um die wesentlichen Unterschiede zu den anderen in diesem
Aufsatz behandelten Systemen zu verdeutlichen. Die stirks-
ten und bekanntesten Proteinkomplexe mit relativ einfachen
organischen Molekiilen treten bei der Bindung von Biotin
durch Avidin und Streptavidin auf (Abbildung 19).! Die
Assoziationskonstante des Streptavidin-Biotin-Komplexes
betriigt 2.5x10”M~!, die Gibbs-Bindungsenergie —18 kcal
mol™". Der AG-Wert des Avidin-Biotin-Komplexes betriigt
sogar —21 kcalmol . Wichtiger Bestandteil des Bindungs-
vorgangs ist eine Aufklappbewegung des Proteins, die die
Bindung von Biotin erleichtert.

Ein wegen seiner breiten Bindungsspezifitit fiir Wirk-
stoffe in jiingster Zeit intensiv untersuchtes Substrat®® ist der
Pregnan-X-Rezeptor (pregnane xenobiotic receptor, PXR),
der an Wirkstoff-Wirkstoff-Wechselwirkungen beteiligt ist.
Seine Kristallstruktur wurde aufgeklirt.’®! PXR weist einen
groflen Hohlraum und flexible ,,Klappen® auf, sodass vielfal-
tige Gastmolekiile gebunden werden konnen. Fiir Liganden
wie Hyperforin (Abbildung 19) wurden typische Dissozia-
tionskonstanten von 27 nM, entsprechend einer Gibbs-Bin-
dungsenergie von —11 kcalmol™' gemessen.”®

2.2.3. Enzym-Substrat-Komplexe

Die Dissoziationskonstanten von Enzym-Substrat-Kom-
plexen, Ks=[Enzym][Substrat][Enzym-Substrat]™, wurden
nur in wenigen Fillen experimentell bestimmt, die kineti-
schen Michaelis-Menten-Parameter sind aber fiir die meisten
Enzyme bekannt. Wie bei den katalytischen Antikorpern
wurden die Ky-Werte der Enzyme als Nidherung der Disso-
ziationskonstanten der Substrate eingesetzt.

Eine Ubersicht iiber die Ky-Werte von nahezu 22000
Enzymen liegt vor.”” Abbildung 20 zeigt die Hiufigkeits-
verteilung der Werte von Ky, !, einem MaB fiir die Enzym-
Substrat-Assoziation. Auch hier tritt die von den organischen
Wirt-Gast-Komplexen bekannte Verteilung auf. Wir haben
nicht versucht, geladene Substrate auszuschlie3en, sodass die
Bindungszentren in einigen Fillen Metallionen enthalten.

Verglichen mit anderen Wirten weisen Enzyme keine
herausragenden Bindungseigenschaften fiir ihre Substrate
auf. Der Mittelwert von Ky ' betrigt 10**"*M~!, und fiir
95% aller analysierten Werte liegt Ky ' zwischen 10' und
105" (Ky =100 mM-1 um). Die Gibbs-Bindungsenergien
von Enzymen fiir Substrate betragen somit —5.1 £1.7 kcal
mol~!. Dieser Wert verdeutlicht, dass das Vermdgen von
Enzymen, Reaktionen zu katalysieren, aus der Bindung von
Ubergangszustinden und nicht aus der Bindung von Sub-
straten herriihrt (Ndheres siche Abschnitt 2.2.4).

Es wurde vermutet, dass Enzyme im Verlauf der Evolu-
tion Ky-Werte im mMm- bis pM-Bereich hervorgebracht haben,
um die unter physiologischen Bedingungen niedrigen Sub-
stratkonzentrationen [S] auszugleichen. Solange Ky, groBer
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Abbildung 18. Darstellungen von Albumin. Oben links: Kalottenmodell der leeren Bindungsstelle; oben rechts: Bindermodell von Albumin mit
Kalottenmodell des Liganden Myristinsdure, der in unterschiedlichen Bindungstaschen gebunden ist; unten links: Bindungsstelle mit komplexier-
ter Myristinsaure; unten rechts: Kalottenmodell der Bindungsstelle mit Kalottenmodell (gelb) der komplexierten Myristinsaure.>®

=0

HN" 'NH

Hyperforin

Abbildung 19. Formeln von Biotin und Hyperforin.

ist als [S], wird die Geschwindigkeit der katalysierten Reak-
tion vom Verhiltnis der Gibbs-Energien des Enzym-Uber-
gangszustands-Komplexes und der getrennten Enzym- und
Substratmolekiile in Losung bestimmt.[*"!

© 2003 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

www.angewandte.de

2000

1300

1600

1400

1200

>

1000

300

&00

400

200 |
..|||I
o 1 a

O |

o

“‘llllll---
5 6 7 3

—lg Ky ——

3 4 9 10

Abbildung 20. Verteilung der Enzym-Substrat-Komplexe auf Intervalle
von —lg Ky, (K,=10*"*13m7") B
2.2.4. Komplexierung von Ubergangszustdnden und ihren Ana-

loga durch Enzyme und Wirkstoff-Rezeptor-Bindung

Die Assoziationskonstanten der bislang beschriebenen
Systeme liegen groBtenteils im Bereich von 10! bis 10°mM ™!, mit
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einem Mittelwert von 10**m~'. Antikérper-Antigen-Kom-
plexe, speziell solche mit Proteinen und Kohlenhydraten, sind
Ausnahmen und weisen hiufig groere Bindungskonstanten
zwischen 10° und 10”m™! auf.

Fiir eine wirksame Katalyse miissen Ubergangszustinde
starker als Substrate oder stabile Molekiile gebunden wer-
den.™ Fiir katalytische Antikorper gilt wie geschildert
K, '=10*2""! (siche Abbildung 16, Abschnitt2.2.1),P
wihrend Ky, ' =10 M~ betrigt (Abbildung 15). Daraus
ergibt sich eine mittlere Beschleunigung Antikorper-kataly-
sierter Reaktionen um einen Faktor 10°.

In der BRENDA-Datenbank sind Tausende von k., -
Werten fiir Enzyme verfiigbar,® k. wurde dagegen
weitaus seltener bestimmt. Viele der dort hinterlegten
Daten wurden von Wolfenden bestimmt und zusammenge-
stellt, und die Berechnung der in Abbildung 21 dargestellten

"
| |
0 T T VI- T T

8 9 1o 11 12 13 14 15

—lg Ky ——

16 17 18

19 20 21 22 23 24

Abbildung 21. Verteilung der Enzym-Ubergangszustands-Komplexe auf
Intervalle von —IgK,, (K,=10"040 ") 10

K, '-Werte basiert groBtenteils auf diesen Daten.*”) Der
Mittelwert von K,,~' fiir Enzyme von 10'%%*%y~! entspricht
einer mittleren Gibbs-Bindungsenergie von 22 kcalmol™, es
treten aber Werte bis zu 32 kcalmol™ auf.***! Das Produkt
kea kuna, * kann durch Ky K, ausgedriickt werden. Der
Mittelwert fiir Ky ist 107>” m (siehe oben). Der Mittelwert von
Koot Kuncar.  von 10'? entspricht daher einer um 13 kcalmol™!
hoheren Gibbs-Energie der Bindung von Enzymen mit
Ubergangszustinden als mit Substraten. Auf die moglichen
Ursachen dafiir gehen wir in Abschnitt 5 ein.
Ubergangszustands-Mimetika dienen als Enzym-Inhibi-
toren und konnen ebenfalls aulerordentlich hohe Bindungs-
affinititen aufweisen. Abbildung 22 zeigt die kinetisch
bestimmte Haufigkeitsverteilung der Dissoziationskonstan-
ten von Enzym-Inhibitor-Komplexen, K;. Die Daten wurden
als Reziprokwerte K;' eingesetzt, um die Assoziation der
Inhibitoren mit Enzymen auszudriicken. Die Werte stammen
aus einer Studie, in der besonders wirksame, hoch affine
Inhibitoren eingesetzt wurden.[*'?l Zahlreiche Inhibitoren mit
niedrigeren Affinititen wurden in das Diagramm nicht
aufgenommen, daher liegt keine wahre statistische Verteilung
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Abbildung 22. Verteilung der Enzym-Inhibitor-Komplexe auf Intervalle
von —lgK, (K,=10%21 ") ¥3 Die Werte wurden unter Verwendung
der wirksamsten bekannten Inhibitoren einer Vielfalt von Proteinen
erhalten.

vor. Die Verteilung spiegelt aber gut das Bindungsverhalten
stabiler neutraler Substanzen wider, die Ubergangszustinde
imitieren und an aktive Zentren binden. Der Mittelwert der
Assoziationskonstanten dieser hoch wirksamen Inhibitoren
betrigt 10%**'m~!, wobei 91% der Komplexe im Bereich
zwischen 10° und 10 m™! liegen. Kollman und Kuntz gaben
an, dass die ,,maximale Affinitédt von Liganden* (Wirkstoffen
und Inhibitoren) fiir Rezeptoren und Enzyme einer Gibbs-
Bindungsenergie AG von etwa —15kcalmol™ (K;'=
10"'M™") entspricht. Sie stellten fest, dass bei Liganden mit
bis zu zehn Schweratomen (Nichtwasserstoffatomen) ca.
1.5 kcalmol ™' an Gibbs-Bindungsenergie auf jedes Schwer-
atom entfillt. Bei groleren Molekiilen fillt der AG-Wert pro
Schweratom ab und erreicht ein Maximum von 15 kcalmol ..
Es sind nur wenige Ausnahmen bekannt, die diesen Wert
tiberschreiten, z.B. der erwéhnte Biotin-Streptavidin-Kom-
plex.® Die Inhibitoren mit maximaler Affinitit binden im
Mittel 10°-mal schwicher an Enzyme als der Ubergangszu-
stand.

Gilli et al. bestimmten die thermodynamischen Daten der
Bindung von 136 Wirkstoffen an 13 Rezeptoren (zehn
Membranrezeptoren, zwei Enzyme und ein DNA-Mole-
kiil).”®! Die aus diesen Daten erhaltene Hiufigkeitsvertei-
lung fiir 176 Rezeptor-Wirkstoff-Komplexe ist in Abbil-
dung 23 wiedergegeben. Die mittlere Assoziationskonstante
K, ist mit 107" M~ ! geringfiigig niedriger als die von Kuntz
et al. erhaltenen Werte. Gilli et al. wéhlten die Datensitze
nach der Verfiigbarkeit thermodynamischer Daten aus Van't-
Hoff-Diagrammen aus.

Eine Auftragung von AH gegen AS fiir diese Komplexe ist
in Abbildung 24 wiedergegeben. Die mittlere Bindungs-
enthalpie der Wirkstoffe betrdgt —9.5 kcalmol™’, entspre-
chend einem Wert fiir —Ig K, von 7, bei einer Verteilung der
Bindungsaffinititen —lgK; zwischen 4 (AG=—-54kcal
mol ') und 11 (AG = —15.0 kcalmol ™). Gilli et al. postulier-
ten, dass der maximal erreichbare Wert von K, ! aufgrund der
Enthalpie-Entropie-Kompensation bei 107 'm ! liegt.[*!®!
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Abbildung 23. Verteilung der Rezeptor-Wirkstoff-Komplexe auf Inter-
valle von —IgK; (K, =107 n") [

AS I kcal mol™' K™

Abbildung 24. Auftragung der Standardenthalpien AH gegen die Standard-
entropien AS nach Gilli et al.*™ Die Daten stammen aus Van't-Hoff-Diagram-
men der Bindungsgleichgewichte von 176 Rezeptor-Wirkstoff-Komplexen. Die
beiden gestrichelten Linien geben die Punkte an, an denen die Dissoziations-
konstanten Ky der Makromolekiil-Ligand-Komplexe 10 pm und 100 um betra-
gen; die durchgezogene Linie ist die Regressionsgerade

(AH=285.6(+3.9) AS—9.9(+0.2)) mit einer Korrelation von 0.981.4" Geneh-
migter Nachdruck aus J. Phys. Chem. 1994, 98, 1515-1518. Copyright 1994
American Chemical Society.
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2.3. Bindungstdérke von Wirt-Gast-Komplexen:
Zusammenfassung
2.3.1. Trends in der Gréfie von
Bindungskonstanten

K. N. Houk et al.

die Breite der Kurven wurde aus den Standardabweichungen
ermittelt.

Die Assoziationskonstanten der unterschiedlichen Wirts-
klassen gruppieren sich in mehrere klar abgegrenzte Berei-
che. Komplexe von Cyclodextrinen, synthetischen Wirten in
Wasser, von katalytischen Antikérpern und Enzymen mit
Substraten sowie von Albumin mit organischen Gastmole-
kiilen weisen Dissoziationskonstanten zwischen 107** und
10~*%m auf. Wir nennen diese Wirte ,,millimolare Komplex-
bildner®. Die grole Mehrzahl ihrer Komplexe mit neutralen
organischen Molekiilen haben dezimolare (10~'m) bis mikro-
molare (10°M), im Mittel somit millimolare (10~>m) Disso-
ziationskonstanten. Zur zweiten Gruppe von Komplexen mit
Werten von 1075 bis 10~ m gehéren Komplexe katalytischer
Antikérper mit Ubergangszustinden, von Antikdrpern mit
kleinen organischen und Biomolekiilen, Rezeptor-Wirkstoff-
Komplexe und Enzym-Inhibitor-Komplexe. Ihre relativ
starke Bindung duflert sich in mikromolaren bis nanomolaren
Dissoziationskonstanten. ZweckmaifBig werden die Antikor-
per-Hapten- und die Antikérper-Ubergangszustands-Bin-
dung als mikromolar und die Antikorper-Biomolekiil- und
Enzym-Inhibitor-Bindung als nanomolar klassifiziert, wih-
rend die Rezeptor-Inhibitor-Bindung eine Zwischenstellung
einnimmt. Die stirksten Bindungen treten bei den Enzym-
Ubergangszustands-Komplexen auf, die eine gesonderte
Klasse bilden. Mit einer mittleren Assoziationskonstanten
von 10'***M~" weisen die meisten Enzym-Ubergangszustands-
Komplexe Dissoziationskonstanten im pikomolaren (107'2m)
bis zeptomolaren (1072'm) Bereich auf. Wir nennen diese
Klasse allgemein ,femtomolar“ (10 °m). Ihre erstaunlich
grofBen Bindungskonstanten sind das Ergebnis von Milliarden
Jahren Evolution effizienter Katalysatoren. Diese Bindungs-
konstanten spiegeln dynamische Prozesse wie die induzierte
Anpassung'? und starke elektrostatische Wechselwirkungen
wider, die zur Bindung beitragen. Eine zeptomolare Bindung
kann aber wahrscheinlich nicht aus ausschlielich nichtkova-
lenten Wechselwirkungen und dynamischen Prozessen resul-
tieren. Vielmehr verstirken oft geladene Reste, Metall-
Cofaktoren, Sdure-Base-Effekte und kovalente Wechselwir-
kungen die Bindung zwischen Enzym und Ubergangszustand.

Tabelle 1: Zusammenfassung der Bindungskonstanten der Komplexe aus synthetischen Wirten,

Tabelle 1 fasst die Daten der

Antikérpern, Proteinen und Enzymen mit neutralen organischen Verbindungen.

Verteilungsdiagramme  (Abbil-
dungen 3,5,8,11,13,15-17,20-

23) zusammen. Abbildung 25
zeigt eine iiberlagerte Darstel-
lung dieser Diagramme, wobei

Wirtstyp

organischer Wirt®!
Cyclodextrin
organischer Wirt!d

die Daten fiir nichtwissrige katalytischer Antikorper
Losungsmittel ~ (Abbildung 8) Enzym
weggelassen wurden. Fiir alle Albumin

. . . katalytischer Antikérper
Wirtstypen werden die Bin- Rezeptor
dungskonstanten in  Abbil- Antikérper
dung 25 durch idealisierte Nor- Enzym
malverteilungen dargestellt. Die Enzym

Gasttyp Mittelwert IgK,  Standardab- —AG [kcalmol™]
weichungt!
organisches Molekiil 2.2 1.6 3.1+22
organisches Molekul 2.5 1.1 35+£1.4
organisches Molekiil 3.4 1.6 46+2.1
Substrat 3.5 1.0 48+13
Substrat 3.7 1.3 51£1.7
organisches Molekiil 4.6 0.9 63+1.3
Ubergangszustand 6.6 2.0 9.042.7
Wirkstoff 7.3 1.5 9.5£2.1
Antigen 8.1 2.0 1M.1+£27
Inhibitor 8.6 2.1 11.7£28
Ubergangszustand 16.0 4.0 219454

Fliche unter allen Kurven wurde
normiert (die Maxima liegen
beim Mittelwert von K,) und
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[a] In Einheiten von IgK,; 68% der Komplexe liegen innerhalb einer Standardabweichung vom
Mittelwert, 95% innerhalb von zwei Standardabweichungen einer Normalverteilung. [b] In nicht-
wissrigen Lésungsmitteln. [c] In wissriger Lésung.
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B Cyclodaxtrin

O katalyfischer Antikorper - Substrat

=2 0 2 4 & 8 10 12

14 16

18 20 22 24 2é

gK —» ®m Enzym— Ubergangszustand

Abbildung 25. Zusammenfassung der mittleren Bindungskonstanten von Wirt-Gast-Komple-

xen.

Ein gutes Beispiel fiir die sehr hohen Bindungsenergien, die
aus einer kovalenten Verkniipfung von Substrat und Protein
resultieren, sind die von Meares et al. beschriebenen ,,Anti-
korper mit unendlicher Affinitat«.*

2.3.2. Selektivitdt der Bildung von Wirt-Gast-Komplexen

Auf die relativ schmalen Bindungskonstantenintervalle
unterschiedlicher Klassen von Wirten und Proteinen haben
wir bereits deutlich hingewiesen. Innerhalb dieser Bereiche
ist dennoch eine betrédchtliche Selektivitdt moglich. Zu
beriicksichtigen ist, dass eine Vielzahl von Molekiilen gar
keinen Komplex mit einem gegebenen Wirtsmolekiil bildet.
Diese Fille wurden von unserer Statistik nicht erfasst. Wirte
bevorzugen im Allgemeinen einen begrenzten Satz von
Gisten, die in den Hohlraum des Wirts hineinpassen. Bei
Gastmolekiilen, die diese Bedingung erfiillen, wiirde eine
Bindungsenergiedifferenz von nur 1.7 kcalmol™' zwischen
dem Zielmolekiil und dem néichstbesten Komplexbildner bei
Raumtemperatur eine 95:5-Selektivitit fiir den besseren Gast
liefern. Die meisten Wirtsklassen weisen ein Intervall von K-
Werten von wenigstens 10°M ™' auf, sodass eine sehr hohe
Selektivitdt zwischen den am stdrksten und am schwéchsten
gebundenen Komplexen einer Klasse vorliegt. Solche Selek-
tivitdtseigenschaften werden in Hinblick auf Anwendungen
von selektiven Sensoren, Katalysatoren und Inhibitoren
derzeit intensiv erforscht. Daneben ist das Verstidndnis
dieser winzigen, aber chemisch auflerordentlich wichtigen
Energiedifferenzen eine Herausforderung an die Theorie.
Unsere allgemeinen Aussagen iiber Bindungskonstanten
eroffnen zwar einen einfachen Zugang zur niherungsweisen
Vorhersage der Bindungsaffinitidten von Gastmolekiilen mit
zahlreichen Wirtstypen, die geringen, aber subtilen Differen-
zen, die zu Selektivitit fithren, werden durch diese Faustre-
geln aber nicht erfasst.
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3. Ursachen und Grenzwerte von
Bindungsaffinitdten

3.1. Allgemeine Uberlegungen

Zwei Ergebnisse unserer Bindungs-
datenanalyse sind besonders eindrucks-
voll: Die Mittelwerte der Bindungskon-
stanten sind relativ klein, und im All-
gemeinen fallen 95 % der Bindungskon-
stanten in ein Werteintervall von etwa
10*m ™. Fiir Komplexe von Cyclodextri-
nen, synthetischen Wirten, Antikérpern
und Enzymen mit kleinen organischen
Molekiilen kann in Wasser fiir alle was-
serloslichen organischen Gastmolekiile,
die in den Hohlraum des Wirts passen,
eine Bindungskonstante von 103>y
vorhergesagt werden.

Wie Kuntz et al. in ihrer Arbeit iiber maximale Bindungs-
affinitdten von Liganden berichtet haben, gibt es experimen-
telle Grenzen fiir die Messung von Bindungsaffinititen.[*?]
Die Wahl der Molekiilarten, die als Géste infrage kommen, ist
durch experimentelle Faktoren eingeschrankt. So wurden
Gase mit gewohnlich niedrigem Molekulargewicht, fiir die
sehr kleine Bindungsaffinititen erwartet werden, selten
untersucht. Auf der anderen Seite sind Stoffe mit sehr
hohem Molekulargewicht oft unloslich und entziehen sich
einer Untersuchung. Generell liegen fiir sehr kleine oder sehr
groBe Gastmolekiile, fiir die sehr niedrige Bindungskon-
stanten zu erwarten sind, nur wenige Daten vor. Des
Weiteren konnen experimentelle Nachweisgrenzen auftreten,
oder aber die Gleichgewichtsdaten wurden nur in einfach
zuganglichen Messbereichen erhalten. Die geringe Vertei-
lungsbreite in einigen der Diagramme in Abschnitt 2 konnte
auf diese Faktoren zuriickzufiihren sein. Andererseits belegt
die mit zunehmender GroBe des Wirts beobachtete Verschie-
bung der mittleren Komplexstabilitédt hin zu hoheren Werten
die Wirkung eines fundamentalen Prinzips bei der Wirt-Gast-
Komplexierung.

3.2. Enthalpie-Entropie-Kompensation

Eine Enthalpie-Entropie-Kompensation tritt hdufig und
bei zahlreichen Arten von Wirt-Gast-Komplexen auf.*! In
den in Abschnitt 2 gezeigten Enthalpie-Entropie-Diagram-
men sind die Korrelationen unterschiedlich stark ausgeprégt,
aber alle sind konsistent mit einer zunehmend negativen
Komplexierungsentropie bei zunehmend negativer Komple-
xierungsenthalpie. Diese Korrelation konnte auf eine extra-
thermodynamische Beziehung zuriickgefiihrt werden,
wonach eine stidrkere Bindung zu einem stdrker negativen
AH (giinstig) und einem stdrker negativen AS (ungiinstig)
fithrt. Alternativ dazu konnten experimentelle Unsicherhei-
ten bei der zur Bestimmung von AH und AS eingesetzten
Van't-Hoff-Diagramme zu zufilligen Korrelationen ohne
statistische Signifikanz fiihren.
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Zahlreiche Autoren haben angemerkt, dass bei einer
starkeren Bindung des Gastes — und damit verbunden einer
starker negativen Enthalpie — die Bewegungen des Wirts
eingeschrinkt werden, sodass die Entropie abnimmt.[** Die
These ist zwar im Prinzip stimmig, allerdings gibt es keinen
thermodynamischen Grund, weshalb diese Beziehung linear
sein sollte. Wenn es tatsdchlich eine lineare (oder eine andere
funktionale) Korrelation gibt, dann hat sie daher extrather-
modynamische und keine fundamental-thermodynamischen
Ursachen.

Eine Reihe funktionaler Beziehungen zwischen Bin-
dungsenthalpie und -entropie wurde vorgeschlagen. Dunitz
beschrieb die Enthalpie-Entropie-Kompensation in Form
thermodynamischer Funktionen, wobei er die Assoziation
im Sinne einer Erhohung der Kraftkonstanten der Wechsel-
wirkung behandelte.[*”) Demnach kénnen die Translation und
Rotation zweier Molekiile relativ zueinander als Schwingun-
gen mit sehr niedrigen Kraftkonstanten betrachtet werden.
Bei der Assoziation der Molekiile werden diese Kraftkon-
stanten zunehmend grofler und die Entropie auf funktionale
Weise stdarker negativ.

Williams et al. schlugen eine allgemeine Beziehung zwi-
schen der Exothermie einer Assoziationsreaktion (AH®) und
dem entropischen Aufwand (—298AS°) der Assoziation vor.
Diese Beziehung ist in Abbildung 26 wiedergegeben;*®"! sie
basiert auf qualitativen thermodynamischen Uberlegungen,
die mit den Dunitzschen Ableitungen verwandt sind.”! Die
von Williams et al. analysierten Daten gehoren zum gleichen
Datensatz, der unseren Abbildungen 7 und 10 zugrunde liegt.

AGP-ve

(-AH®>—TASO) \

AHO/
kJ mol™’

AGC=0
(~AHO~-TAS%)
AGP +ve
(~AHO < -TASO)

A ———

—298AS°/ kI mol”! ———

Abbildung 26. Allgemeiner Zusammenhang zwischen der Exothermie
AH°® der Assoziation A+ B—A-B und des Entropieaufwands AS° bei
298 K. Es existiert ein Grenzwert des Entropieaufwands (wegen des
Verlusts von Translations- und Rotationsfreiheitsgraden), der erreicht
wird, bevor die Bindungsstarke typische Werte kovalenter Bindungen
annimmt.*® Nachdruck mit Genehmigung der Royal Society of
Chemistry.
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Das idealisierte Diagramm in Abbildung 26 verdeutlicht, dass
bei sehr schwachen Wechselwirkungen (z.B. bei Van-der-
Waals-Komplexen) AH® langsam negativer wird, die Entropie
sich durch das Wegfallen der Translationsbewegung aber
schnell 4ndert. In diesem Bereich gilt insgesamt AG® > 0. Fiir
Zwischenbereiche gilt AH®~ TAS®, eine lineare Beziehung
also, die in zahlreichen Diagrammen augenscheinlich hervor-
tritt. Wird die Assoziation schlieBlich sehr stark, wie bei der
Bildung kovalenter Bindungen, dndert sich AS° nur noch
geringfiigig mit zunehmender Bindungsenthalpie AH®. Der
praktische Nutzen dieser Beziehung wurde bei einer Analyse
der Wechselwirkung von Makrocyclen mit neutralen Mole-
kiilen demonstriert, bei der die Beitridge von AH® und AS° zur
Bindung separat gemessen wurden. !

Nach dieser Hypothese nimmt die Entropie schwacher,
nichtkovalenter Bindungen, ausgedriickt durch TAS, bei
Raumtemperatur durch die gehinderte Translation und Rota-
tion um bis zu 10e.u. oder 3 kcalmol™ ab. Bei der fiir
bimolekulare Reaktionen charakteristischen Bildung kova-
lenter Bindungen kann die Entropie zusitzlich um 30-40 e.u.
(oder 9-12 kcalmol™') sinken. Bei der Assoziation werden
drei Translations- und drei Rotationsfreiheitsgrade des Wirt-
molekiils plus eines Gastmolekiils in Schwingungsfreiheits-
grade umgewandelt. Bei schwacher Assoziation weisen diese
Schwingungen sehr niedrige Frequenzen auf, und die En-
tropien sind immer noch grof3. Beispielsweise dndert sich die
Entropie bei der Bildung eines Van-der-Waals-Komplexes
aus einem Wirt mittlerer Grofle und einem Gast um ca.
—10 e.u. Bei kovalenten Bindungen, die sehr grofle Kraft-
konstanten aufweisen, dndert sich AS typischerweise um etwa
—45 e Die Situation wird durch die mogliche Anderung
der Solvatationsentropie verkompliziert. Eine insgesamt
positive  Assoziationsentropie kann resultieren, wenn
Losungsmittelmolekiile im Hohlraum des Wirtes bei der
Bindung des Gastmolekiils freigesetzt werden und den
Entropieverlust der Wirt-Gast-Assoziation iiberkompensie-
ren.

Williams und Mitarbeiter schlossen in ihrer Betrachtung
der Enthalpie-Entropie-Kompensation des Weiteren Effekte
einer positiven und negativen Kooperativitit mit ein./**")

Gilli et al. untersuchten die Thermodynamik der Wirk-
stoffbindung durch Rezeptoren und schlugen aufgrund der
Enthalpie-Entropie-Kompensation einen Grenzwert fiir K,
von 10 pm vor (Abbildung 24).®! Eine Fehleranalyse fiihrte
zu dem Schluss, dass die AH-AS-Beziehung statistisch nicht
signifikant ist, weil die Kompensationstemperatur oder Stei-
gung (286(+4) K sowohl bei Gilli etal."® wie auch in
unserer Darstellung ihrer Daten in Abbildung 24) zu nahe bei
der mittleren Messtemperatur (290 K) liegt. Es wurde jedoch
vorgeschlagen, dass ein verbreiteter Bindungstyp — speziell
die Wasserstoffbriickenbindung — zur Korrelation beitragt, da
starkere Wasserstoffbriicken zu weniger Bewegungsfreiheit
und niedrigerer Entropie fiihren.“

Eine Enthalpie-Entropie-Beziehung kann durch Mess-
fehler vorgetduscht werden, insbesondere wenn AH und AS
aus Van't-Hoff-Diagrammen bestimmt und in einem schma-
len Temperaturbereich gemessen wurde. Solche Messungen
beruhen auf der Annahme, dass AH und AS in diesem
Bereich konstant sind. Dariiber hinaus wird oft von nur zwei
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moglichen Zustinden bei den Messungen ausgegangen,
gebunden und ungebunden, obwohl Zwischenzustinde mog-
lich sind, und auch eine Anderung des Protonierungsgrads
kann die Bestimmung von AH und AS verfélschen. Nach
Exner ist bei der Verwendung von AH-TAS-
Diagrammen wegen systematischer und zufil-
liger Messfehler Vorsicht geboten, insbeson-
dere was die Ableitung physikalischer Ursa-

chen solcher Korrelationen betrifft.*!

Sharp konnte kiirzlich aufzeigen, wie die I 120
Aussagekraft von AH-AS-Diagrammen beur- E,/
teilt werden kann.**) GemiB einem mehr als  kJmor™

25 Jahre alten statistischen Test®” sind AH-AS-
Darstellungen statistisch nicht signifikant (bei

95% Konfidenzniveau), wenn die mittlere 40
Experimentaltemperatur T innerhalb des 95-
% -Konfidenzbereichs (+20) von T liegt (T¢
ist die Steigung der Ausgleichsgeraden im AH-
AS-Diagramm). Anders ausgedriickt ist es
unwahrscheinlich, dass die Korrelation signifi-
kant ist, wenn 7 innerhalb eines 20-%-Inter-
valls der mittleren Messtemperatur liegt.

Sharp untermauerte seinen Ansatz durch
die Analyse authentischer Beispiele fiir eine
Enthalpie-Entropie-Kompensation. So existiert
eine Korrelation zwischen AH und AS fiir die Solvatation von
Alkanen in Wasser.*”® In diesen Experimenten war die
mittlere Messtemperatur 298 K, T betrug aber 163 + 6 K und
AG=7+25kcalmol™. Bei hydrophober Solvatation tritt
somit eine signifikante Korrelation zwischen AH und AS
auf.® Die AH-AS-Korrelationen in den Abbildungen 4, 7,
10, 14 und 24 konnten durch diesen Typ von Solvatations-
effekt beeinflusst sein.

Aus den AH-TAS-Diagrammen in den Abbildungen 4
(Cyclodextrine), 7 (nichtcyclodextrinische organische Wirte),
10 (organische Wirte in nichtwissrigen Losungsmitteln), 14
(Antikorper-Antigen-Komplexe) und 24 (Rezeptor-Wirk-
stoff-Komplexe von Gilli) betragen die Werte von T+ 20:
28248, 311466, 230422, 297456 und 286 +8 K."™! Die
Gleichgewichtskonstanten wurden nahe der Raumtempera-
tur (298 K), bei den Daten von Gilli darunter, gemessen.
Geméf dem Sharp-Kriterium zeigen die Diagramme fiir
Cyclodextrine in Wasser (Abbildung 4) und organische Wirte
in nichtwissrigen Losungsmitteln (Abbildung 10) Korrelatio-
nen mit leichter extrathermodynamischer Signifikanz. Die
Achsenabschnitte der Regressionsgeraden betragen —3.3,
—3.3, =3.2, —10.5 und —9.9, was ungefdhr den aus den
Haiufigkeitsverteilungen abgeleiteten und auch zu erwarten-
den mittleren Gibbs-Assoziationsenergien entspricht.

Der statistische Test fuBt auf der Tatsache, dass ein
Zufallssatz von AH- und AS-Werten, der als Randbedingung
nur einen nahezu konstanten Wert von AG bei einer
beliebigen Temperatur bilden muss, eine lineare Korrelation
liefert, die keinerlei physikalische Signifikanz hat. Cornish-
Bowden demonstrierte die Giiltigkeit dieses Prinzips anhand
von Aktivierungsparametern.” Fiir die von uns untersuchten
Systeme kann die gleiche Analyse angewendet werden. Dazu
wurde ein Zufallssatz von 100 Wertepaaren mit einheitlicher
Verteilung von E, und Ink erzeugt (Abbildung 272).Y Aus
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den E,- und Ink-Werten wurde dann mithilfe von Arrhenius-
Diagrammen AH® und AS™ abgeleitet. Es wurde eine
bemerkenswert gute Enthalpie-Entropie-Kompensation der
100 gestreuten Punkte beobachtet (Abbildung27b). Der

In kigoe —

Abbildung 27. a) Zufallssatz von 100 E,-Ink-Wertepaaren (Inkygec=2.3+1.15, E,=30-
160 k) mol™"); b) Diagramm der Enthalpie-Entropie-Kompensation: Die AH™- und AS™-Werte
fur jeden der Punkte in (a) wurden aus einem Arrhenius-Diagramm ermittelt.”"! Genehmigter
Nachdruck aus J. Biosci. 2002, 27, 121-126. Copyright 2002 Indian Academy of Science.

analoge Test mit AG- und 1g K,-Werten und einer Auswertung
durch Van't-Hoff-Diagramme wiirde eine analoge zufillige
Korrelation von AH- und AS-Werten liefern.

Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass die beobachtete
Enthalpie-Entropie-Kompensation nicht Ursache, sondern
vielmehr Resultat eines ungefidhr konstanten AG-Werts fiir
einen gegebenen Typ von Wirt-Gast-Komplexen ist. Das
heilt, wenn AG konstant ist, dann gilt wegen AG=
AH—-T:AS die Beziehung AH = T:AS+ Konstante mit 7
als Steigung der Korrelationsgeraden. Eine lineare Beziehung
zwischen AH und AS sagt in solchen Fillen also lediglich aus,
dass AG eine Konstante ist.

3.3. Modelle zur quantitativen Berechnung der Wirt-Gast-
Bindung

Die Gibbs-Energie der Wirt-Gast-Komplexbildung in
Losung, AGyY, kann in einem thermodynamischen Kreis-
prozess aus den Bindungsenergien in der Gasphase AG“* und
den Solvatationsenergien AGS™ von Wirt (H), Gast (G) und
Wirt-Gast-Komplex (H-G) berechnet werden (Schema 1).
Mit diesem Kreisprozess lassen sich Wirt-Gast-Wechselwir-
kungen und der Einfluss der Solvatation auf die Komplexie-
rung direkt analysieren. Mit quantenmechanischen Methoden

Gas
HGas + GGas AGassoc. H_GGas
lAG?:{OIVA lAG%o]v. lAGISIO](‘{
Solv.
HSolw + GSolv. AG“‘OS“’/C- H_GSO|V.

Schema 1. Kreisprozess zur Analyse von Wirt(H)-Gast(G)-Wechselwir-
kungen.

© 2003 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

AS* [ kI mol' K1 —>

b) 160
. :‘ o‘ o ) 60 o~
- PP— -
LA T L Steigung = 290 K (17°C
e - 120 Steigung = 2 ( )
" e et e AH*=|
ot Wt kJ mol™
.o B .. I
. o' S .:- /
e )
N 40 - /
L I
L ..l.. p‘ f
R TOR— B— 0 L . i
2 3 -150 0 150

300

5035


http://www.angewandte.de

Aufsiitze

5036

ist die quantitative Untersuchung der Komplexierung relativ
kleiner Molekiile in der Gasphase moglich. Die Genauigkeit
moderner Verfahren erlaubt die Bestimmung der Wechsel-
wirkungsenergien in der Gasphase bis auf wenige Zehntel
kcalmol !, ein Wert, der innerhalb typischer experimenteller
Fehlergrenzen liegt.’” Allerdings sind nur selten Systeme mit
mehr als zehn Schweratomen mit solchen hochgenauen
Verfahren untersucht worden, eine Anwendung auf die
groBen Systeme, iiber die wir hier berichten, ist derzeit
ausgeschlossen.

Die Berechnung von Gibbs-Bindungsenergien grofler
flexibler Wirte und Giste erfordert nicht nur die Bestimmung
des Energieminimums eines Komplexes, sondern auch die
Mittelwertbildung iiber alle zuginglichen Konformationen
von Wirt und Wirt-Gast-Komplex. Dieses statistische Prob-
lem verschérft sich bei Einbeziehung der Solvatation, weil
eine groBe Zahl moglicher Solut-Solvens-Konfigurationen
berticksichtigt werden muss. Jiingste Rechnungen lassen die
kiinftigen Moglichkeiten erahnen,” und direkte quantendy-
namische Verfahren wie die Car-Parrinello-Methode werden
immer hiufiger auf Losungsphinomene angewendet.” Den-
noch ist die exakte quantenmechanische Behandlung von
Wirt-Gast-Komplexen in Losung gegenwartig unmoglich.

Zur Berechnung der Solvatation und der Wirt-Gast-
Komplexierung wurde aber eine Reihe von Ndherungsver-
fahren entwickelt. So wird das Problem, Dutzende bis
Millionen von Losungsmittelmolekiilen beriicksichtigen zu
miissen, bei den Modellen des polarisierbaren Kontinuums
(PCM) umgangen.’ Der geloste Stoff wird hierbei von
einem Kontinuum mit definierter Dielektrizitdtskonstante
umgeben, das er entsprechend seiner Ladungsverteilung
polarisiert. Fiir zahlreiche Systeme sind damit ausgezeichnete
Ergebnisse erhalten worden.

Zur quantitativen Untersuchung von Wirt-Gast-Komple-
xen wurden empirische Kraftfeldmethoden mit statistischer
Mechanik kombiniert. Empirische Kraftfelder sind klassische
Beschreibungen der Wechselwirkungsenergien, die so para-
metrisiert wurden, dass sie experimentelle Daten wieder-
geben. Die am héufigsten auf Wirt-Gast-Wechselwirkungen
angewendeten Verfahren sind AMBER von Kollman et al.®
und OPLS von Jorgensen etal.’”! Die intermolekularen
Wechselwirkungen werden bei solchen Kraftfeldern aus
Van-der-Waals- und Coulomb-Effekten gemif3 Gleichung (1)
quantifiziert.

AE; . = Z (A/r?=B/r}) + Z 4:4;/ri (i # ) 1
ij ij

Der erste Summand in Gleichung (1) ist das Lennard-
Jones-Potential fiir die Van-der-Waals-Anziehung und
-Abstof3ung zwischen den Atomen i und j. A und B sind fiir
ein gegebenes Paar von Atomen Konstanten, die die repul-
siven bzw. attraktiven Anteile des Van-der-Waals-Potentials
beschreiben. Der zweite Summand entspricht dem Coulomb-
Gesetz und beriicksichtigt die Energiebeitrdage aus elektro-
statischen Wechselwirkungen. Die GroBen g; und g; sind die
Partialladungen der Atome i und j und r; ihr Abstand.

Mithilfe dieser intermolekularen Potentiale konnen die
Komplexgeometrien optimiert werden. Eine ndherungsweise
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Berechnung der Energien in Losung unter Beriicksichtigung
der Solvatationsenergie ist mit Losungsmittel-Hohlraum-
Modellen wie dem GB/SA-Modell moglich (GB/SA =gen-
eralized Born/solvent accessible surface area). Dieses Modell
liefert auf empirischer Basis Gibbs-Solvatationsenergien.”™
Mit den empirischen Potentialen konnen bei den Berech-
nungen auch explizite Losungsmittelmolekiile behandelt
werden.

Jorgensen et al. verwendeten Monte-Carlo-Rechnungen
mit dem OPLS-Kraftfeld zur Untersuchung von Komplexen
in Losung,™ wihrend Kollman et al. organische Komplexe in
Losung und Protein-Inhibitor-Komplexe mit AMBER und
Molekiildynamikmethoden untersuchten.*”

Intermolekulare Wechselwirkungen setzen sich haupt-
sdchlich aus elektrostatischen, dispersiven und induktiven
Wechselwirkungen sowie Beitragen der AustauschabstofSung
zusammen, die in der Summe die Strukturen und Energien
von Komplexen bestimmen. Mithilfe von Rechnungen, ein-
schlieBlich quantenmechanischen und Kraftfeldrechnungen,
lassen sich Informationen iiber die GroBe und die Art der
Wechelwirkungsenergien erhalten.'? Zahlreiche Arbeits-
gruppen haben daneben empirische Funktionen entwickelt,
mit denen die Wechselwirkungsenergien zwischen Gruppen
auf der Oberfldche von Wirt und Gast berechnet werden. Mit
diesen Ansitzen sollen Art und GroBle von Wechselwirkun-
gen aufgekliart werden, die die Komplexstabilitdt in Losung
beeinflussen.

Bahnbrechende Arbeiten zur empirischen Analyse der
Bindungskonstanten von Peptid-Rezeptor-Komplexen in
wissriger Losung gehen auf Williams et al. zuriick. Ausge-
hend von den Peptidkomplexen mit dem Antibiotikum
Vancomycin wurden die relativen Stirken der von Williams
als signifikant eingestuften Wechselwirkungen abgeleitet
[GL. (2)].°"*¢] Die Gleichung ist fiir solche empirischen
Ansitze reprasentativ.

AG = AG, + AG, + AGeous + Y AG, + AGyy, + AG, 2)

AG,,, ist der energetisch ungiinstige Beitrag der Gibbs-
Energie, der sich aus der Einschrankung der Translation und
Rotation von Wirt und Gast durch die Komplexbildung
ergibt, AG, ist die Anderung der Gibbs-Energie durch die
Einschréankung der inneren Rotation, AG.,,; ist der Aufwand
an Gibbs-Energie fiir Konformationsédnderungen, die vor der
Komplexbildung notwendig sind, XAG, ist die Gibbs-Energie
polarer Wechselwirkungen wie Wasserstoffbriicken und ioni-
scher Wechselwirkungen, AG,4, umfasst die Anderung der
Van-der-Waals-Beitrage der Gibbs-Energie und AG, ist die
Gibbs-Energie der hydrophoben Bindung.

Die Gibbs-Funktion (2) enthélt Beitrdge intermolekula-
rer Wechselwirkungen (XAG,, AG,,), Solvatationsanteile
(AG}) und Beitrige, die die Zwangsbedingungen des Reak-
tanten zur Anpassung an die Komplexgeometrie beschreiben
(AG, und AG,,, fiir innere Restriktionen und AG,,, fiir den
Zusammenschluss von Wirt und Gast zu einem Molekiilkom-
plex). Die Einbeziehung von AG,, AG ., und AG,, ist ein
Ansatz, den entropischen Folgen der Komplexierung eines
flexiblen Gasts in einer spezifischen Konformation Rechnung
zu tragen. Ahnliche empirische Gibbs-Funktionen wurden
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durch andere Arbeitsgruppen beschrieben,” ! z.B. entwi-
ckelte Bohm eine héaufig verwendete Funktion, die im
Programm LUDI implementiert ist [Gl. (3)].[”

AGbinding = AGO + Ath f] (AR)fZ (A(l)
+ AGionic Z ionic inl.fl (AR)fZ(Aa) + AGlipo (3)
+AG, ,NROT

AG, ist die energetisch ungiinstige Anderung der Gibbs-
Energie durch die Entropieabnahme bei der Verkniipfung
von zwei Molekiilen zu einem. AG,,, ist die Gibbs-Energie der
Wasserstoffbriicke; diese erhilt einen Maximalwert bei
idealer Wechselwirkungsgeometrie zweier Gruppen und
nimmt bei Abweichungen von den Idealabstinden (AR)
und/oder -winkeln (Aa) ab. AGjy,. schlieBt ionische Wech-
selwirkungen ein und wird um f; und f, verringert, wenn
Abstdnde oder Winkel von den Idealwerten abweichen.
AG;,, steht fiir lipophile (oder hydrophobe) Wechselwirkun-
gen von Kohlenwasserstoffresten und ist eine Funktion der
GroBe der lipophilen Oberflichen von Wirt und Gast. AG,,
ist der Anteil der Gibbs-Energie, der mit dem Einfrieren von
NROT freien Rotationen des Wirts zusammenhéngt. Im
Programm LUDI werden Kontaktpunkte fiir die funktionel-
len Gruppen des Proteins definiert und damit die Stirke der
Wechselwirkungen bestimmt. Das Programm wird zum De-
novo-Design von Wirkstoffen eingesetzt und liefert im All-
gemeinen verniinftige Werte der Gesamtwechselwirkungs-
energien.*

Die Idealwerte der AG-Parameter von Protein-Ligand-
Komplexen sind:
® AG,=+13kcalmol™ fiir den Entropieverlust durch

Assoziation (entsprechend AS = —4 e.u. bei 25°C).
® AG;,=—1.2kcalmol™! fiir eine ideale Wasserstoffbriicke

mit H--O/N=1.9 A, a=180°.
® AG,,..=—2kcalmol™! fiir eine ideale ionische Wechsel-

wirkung, z.B. eine Salzbriicke.
® AG,,=—004kcalmol'A fiir das Entfernen von

Umgebungswasser von einer Kohlenwasserstoff-Oberfl4-

che.
® AG,,=+0.3kcalmol™' pro drehbarer Bindung, die im

Komplex fixiert wird. Messungen an einer Reihe von

Verbindungen lieferten dhnliche Werte fiir AG,.[")
Diese Parameter wurden mit Inhibitionskonstanten K;=
107'°-107"*3m (d.h. kinetisch bestimmten Dissoziationskon-
stanten) von 45 Komplexen aus Proteinen und kleinen
Molekiilen kalibriert. Die vorhergesagten Werte wiesen
eine Standardabweichung von +10* oder 2 kcalmol™ zu
den Werten der Testreihe auf.

Charakteristisch fiir die LUDI-Potentialfunktion ist der
relativ kleine Wert der Bindungsenergiebeitrdge aus ioni-
schen Wechselwirkungen und Wasserstoffbriicken (ca. 2 bzw.
1 kcalmol ™). Dies entspricht in etwa dem lipophilen Beitrag
einer Fliche eines Benzolrings bzw. einer Methylgruppe.
Grund dafiir ist, dass das Entfernen von Ionen oder H-
verbriickten Gruppen aus Wasser durch bindende Wechsel-
wirkungen kaum kompensiert wird. Kleine funktionelle
Gruppen tragen daher unabhingig von ihrer Natur stets
1-2 kcalmol ™! zur Bindungsenergie bei. Dies ist einer der

Angew. Chem. 2003, 115, 5020 —5046

www.angewandte.de

Angewandte

Griinde dafiir, dass die Bruttogroe der bei der Komplexie-
rung vergrabenen Oberfldche ein brauchbares MaB fiir die
Bindungskonstante liefert, ohne dass die Atomtypen spezifi-
ziert werden miissten.

Zahlreiche Autoren haben die Bindungsenergien von
Wirt-Gast-Komplexen als Summe von hydrophoben, elek-
trostatischen, Van-der-Waals- und Wasserstoffbriickenwech-
selwirkungen ausgedriickt [GI. (4)].1%64

AG = AAGhydrophobic + AGH-bonding + AGelec\ros\aﬁc + AGvdw (4)

Die Solvatation durch Wasser ist hier im Term
AAGhygropnovic €nthalten. Unterschiedliche Komplexe weisen
unterschiedliche Werte der verbleibenden Terme der Was-
serstoffbriicken-, elektrostatischen und Van-der-Waals-Wech-
selwirkungen zwischen Wirt und Gast auf. Die Auftrennung
ist etwas willkiirlich, weil beide, Wirt und Gast, Wasserstoff-
briicken-, elektrostatische und Van-der-Waals-Wechselwir-
kungen mit Wassermolekiilen eingehen.

Ein noch einfacheres empirisches Modell zur Vorhersage
der Gleichgewichtskonstanten der Komplexierung organi-
scher Molekiile durch Cyclodextrine wurde von Connors
entwickelt.® Das Modell beruht auf der phinomenologi-
schen Gleichung (5).

lgK, = —1.74—[Z]—0.032(ASAHSA,) (5)

In [Z] sind die Solvens-Solut- und Wirt-Gast-Wechselwir-
kungsenergien aufgrund spezifischer Wasserstoffbriicken und
elektrostatischer Wechselwirkungen enthalten. SAHSA; ist
die GroBe der Losungsmittel-zugénglichen hydrophoben
Oberfldche (solvent accessible hydrophobic surface area)
des Wirts, und ASAHSA ihre Anderung bei der Aufnahme
des Gastes. Das Vorzeichen ist negativ, weil die Losungs-
mittel-zugédngliche Oberflache bei der Komplexierung kleiner
wird. Dieses Modell trennt die direkte Wechselwirkung von
Wirt- und Gastatomen von anderen Effekten, die ausschlie3-
lich mit der OberflichengroBe zusammenhingen.®

Bei Cyclodextrinen sagt das Connors-Modell die K,-
Werte bei 95% der untersuchten 569 Fille bis auf eine
GroBenordnung genau voraus.® In nahezu allen Fillen ist [Z]
eine GroBenordnung kleiner als 0.032ASAHSAy und im
Allgemeinen kleiner als 1 kcalmol ™!

FEine Reihe anderer Korrelationen von Komplexbin-
dungsenergien mit der Oberflichengro3e wurde abgeleitet.
Eisenberg et al. schlugen z.B. eine Hydrophobie-Funktion
vor, mit der anhand der Grofle der zugéinglichen Oberfliche
von Proteinen die Proteinfaltung und -komplexierung in
Losung vorhergesagt werden kann.[0%]

Luque und Freire entwickelten eine empirische Bezie-
hung zwischen den Bindungsenthalpien von Inhibitoren der
HIV-1-Protease [Gl. (6)] und den GroBen der vergrabenen

AHynging = 5.9(£1.3)—0.007(£0.002) AASA yonporer

6
+0.031(£0.006) AASA o1 (©)

Oberflachen. Sie berechneten damit die Bindungsenergien
von sechs unterschiedlichen Proteinen. Die Konstanten
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enthalten die Energiebeitridge der zur Komplexierung not-
wendigen konformativen Anderungen von Protein und
Substrat. AASA o Und AASA,,, beziehen sich auf die
GroBendnderung der Losungsmittel-zugénglichen Oberfl-
che der unpolaren bzw. polaren Teile der Oberfldche. Trieb-
kraft der Komplexbildung ist hauptsidchlich das Vergraben
der unpolaren Oberfliche, energetisch ungiinstig sind dage-
gen die konformationsbedingten Energieinderungen und das
Vergraben der polaren Oberfliche.

3.4. Hydrophobe Effekte

Hydrophoben Wechselwirkungen wird oft eine Haupt-
rolle bei der Stabilitdt von Wirt-Gast-Komplexen organischer
Spezies in Wasser zugeschrieben.[ ! Der hydrophobe Effekt
beschreibt die Tatsache, dass unpolare Stoffe in Wasser
schlechter 16slich sind als in organischen Losungsmitteln.
Einfach ausgedriickt meiden unpolare organische Stoffe
Wasser und bevorzugen eine unpolare Umgebung. Das
Konzept wurde urspriinglich aus der Beobachtung abgeleitet,
dass Kohlenwasserstoffmolekiile in wéssriger Losung spontan
aggregieren, um so die Losungsmittel-exponierte Oberfldache
zu minimieren. Der hydrophobe Effekt wird als einer der
wichtigsten Faktoren bei der Steuerung der Proteinfaltung
angesehen.[*>%%

Im Allgemeinen wird der hydrophobe Effekt bei Raum-
temperatur in erster Linie Entropieeffekten zugeschrie-
ben.**! Die Gesamtentropie eines unpolaren Stoffs ist in
Wasser ungiinstiger als in einem unpolaren Losungsmittel.™
Dies wird oft damit erklirt, dass Wassermolekiile in der
Volumenphase weniger geordnet sind als in der Umgebung
eines unpolaren gelosten Stoffs. In der Umgebung eines
solchen unpolaren Molekiils ordnen sich die Wassermolekiile
zu , Eisbergen®.

Der hydrophobe Effekt tritt bei allen Temperaturen auf,
bei hoheren Temperaturen sind aber Enthalpie- und nicht
mehr Entropieeffekte die Ursache,” weil das Einbringen
eines unpolaren gelosten Stoffs in Wasser von einer stark
positiven Anderung der Wirmekapazitit AC, begleitet wird.
Wie die Beziehung zwischen der Wiarmekapazitit und AH
oder AS verdeutlicht [Gl. (7)], nimmt der enthalpische Bei-
trag zur Gibbs-Solvatationsenergie bei steigender Tempera-
tur zu, wiahrend der entropische Anteil —TAS abnimmt, weil
AS zu Beginn negativ ist und nun weniger negativ wird.

AC, = (dAH/dT), = T (dAS/dT), (7)

Eine Vielfalt von Modellen zum hydrophoben Effekt
wurde entwickelt und quantitativ tiberpriift. Eine allgemeine
Darstellung, die wir im Folgenden aufgreifen wollen, findet
sich bei Southall et al.™

Wenn kleine unpolare Molekiile in Wasser gebracht
werden, offnet sich ein Hohlraum, um den sich die Wasser-
molekiile ordnen. Die Hohlraumbildung ist in allen Losungs-
mitteln mit einem Energieaufwand verbunden. In heilem
Wasser nimmt die Ordnung der Wassermolekiile um den
Hohlraum ab und die Entropie zu. Dadurch wird die
Enthalpie der Wechselwirkung von Wasser mit dem unpola-
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ren Solut zur dominanten GroBe, wihrend die Wechselwir-
kung mit anderen Wassermolekiilen nur eine untergeordnete
Rolle spielt."” GroBe Solutmolekiile stéren die Wasserstoff-
briicken zwischen Wassermolekiilen besonders effektiv, was
zu einem zusitzlichen Enthalpiebeitrag zum hydrophoben
Effekt fithrt. Bei Raumtemperatur ,miissen ca. 25 cal
mol'A~? aufgewendet werden, um kleine Olmolekiile in
Wasser einzubringen®, wahrend der Energieaufwand fiir die
Bildung einer Ol-Wasser-Grenzfliche (pro Oberflichenein-
heit) dreimal so groB ist."” Die Abhingigkeit des hydropho-
ben Effekts von der Grofie der Oberfliache des gelosten Stoffs
ist demzufolge nichtlinear.

Hydrophobe oder allgemein solvophobe Effekte konnen
durch zwei Faktoren ausgedriickt werden: 1) durch die
Kavitationsenergie, die aufgebracht werden muss, um einen
Hohlraum im Losungsmittel zu erzeugen; 2)durch die
Wechselwirkungsenergie zwischen gelostem Stoff und
Losungsmittel, die aufgebracht werden muss, um die Solut-
molekiile in Hohlrdume geeigneter Groéfe unterzubringen.
Beide Faktoren hiangen direkt mit der Oberfldichengrof3e der
Gastmolekiile zusammen, sodass der hydrophobe Effekt
generell mit der Grofendnderung der exponierten Ober-
fliche bei der Komplexbildung korreliert [Gl. (8)].

AAGhydrophobic = yASAHSAy g (8)

y ist der Koeffizient der Gibbs-Energie bezogen auf die
Oberfldchengroe und ASAHSAy,  die Differenz zwischen
der GroBe der zugédnglichen hydrophoben Oberfliche des
Wirt-Gast-Komplexes und der der getrennten Wirt- und
Gastmolekiile. Fiir y wird héufig ein Wert von 0.025 kcal
mol ' A2 angesetzt,[®! der in manchen Fillen auf die GroBe
der hydrophoben Oberfliche (C- oder CH-Gruppen auf der
Oberfliche), in anderen auf die gesamte Oberfliche bezogen
wird. Es sind aber auch zahlreiche andere Werte fiir y
publiziert worden (Tabelle 2).1°'°¢ Je nach Messverfahren und

Tabelle 2: Abhingigkeit des Koeffizienten y (Gibbs-Energie bezogen auf
die OberflichengréRe) von der Messmethode.'><

Messverfahren y [keal " mol ' A7
Lésungsmitteltransfer 0.02-0.05
Ligandenbindung 0.03-0.06
Protein-Engineering 0.02-0.2
Rechnung 0.02-0.03

der Methode zur Berechnung der Oberfldchengrofe variieren
die y-Werte von 0.02 bis 0.2 kcalmol ' A2, Das entspricht
einer Belegung von 7 bis 50 A? hydrophober Oberfliche pro
kcalmol ' Bindungsenergie. Aus Losungsmitteltransferdaten,
einem direkten MaB fiir die Differenz zwischen den Gibbs-
Solvatationsenergien in Wasser und einem Kohlenwasser-
stoff, wurden Werte fiir y von 0.02 bis 0.05 erhalten. Dabei
wurde die Grofle der Gesamtoberfliche des gelosten Stoffs
fir ASAHSAy,; eingesetzt. Die Werte aus Ligandenbin-
dungs-Experimenten und Protein-Engineering stammen aus
Messungen der Anderung der Bindungsenergie bei Anderung
der Grofle der hydrophoben Oberfliche eines Liganden oder
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eines Proteins. Beispielsweise nimmt die GroBe der Ober-
fliche um 22-35 A? zu, wenn ein Wasserstoffatom durch eine
Methylgruppe ersetzt wird; y kann dann aus der messbaren
Anderung der Gibbs-Bindungsenergie bestimmt werden.

In einer kiirzlich publizierten Ubersicht von Meyer,
Castellano und Diederich wurde der apolaren Komplexie-
rung in wassriger Losung eine hohe enthalpische Triebkraft
zugeschrieben, die teilweise durch eine ungiinstige Komple-
xierungentropie kompensiert wird (,,nichtklassischer hydro-
phober Effekt*).** Der nichtklassische hydrophobe Effekt
spielt normalerweise bei der Bindung von Arenen an
Cyclodextrine, synthetische Wirte und biologische Rezepto-
ren (Enzyme und DNA) eine Rolle. Anhand kalorimetrischer
Studien identifizierten die Autoren giinstige Anderungen der
Kohidsionswechselwirkungen des Losungsmittels und eine
erhohte Dispersionswechselwirkung als Ursache des nicht-
klassischen hydrophoben Effekts.

4. Beziehung zwischen Bindungskon-
stante und vergrabener

Angewandte

kleinen organischen Gastmolekiilen wieder (frei und im
Komplex mit a-Cyclodextrin) sowie die Grofle der vergra-
benen Oberfliche nach der Komplexierung.” Die mittlere
GroBe der vergrabenen Oberfliche der Gastmolekiile betrédgt
170 +18 A?, die 1g K,-Werte liegen zwischen 0.7 und 3.8.

Tabelle 4 enthilt die Groen der Losungsmittel-zugéng-
lichen Oberflichen von neun Gastmolekiilen (frei und im
Komplex mit 3-Cyclodextrin) und die GroBe der vergrabenen
Oberflache. Die mittlere Grof3e der vergrabenen Oberfldche
betrigt 192+19 A?, die lg K,-Werte liegen zwischen 0.7 und
2.7. Die mittlere vergrabene Oberfldche von Gastmolekiilen
in -Cyclodextrin ist etwas groBer als in a-Cyclodextrin.

Tabelle 5 fiihrt die GroéBen der zuginglichen und der
vergrabenen Oberflichen von 73 Gastmolekiilen in Albu-
minkomplexen auf, deren Kristallstrukturdaten bekannt
sind.™ Die Bindungskonstanten dieser Komplexe sind nicht
publiziert. Die in Abbildung 25 enthaltenen Bindungsener-
gien und Standardabweichungen kénnen mit den Oberfla-
chengroBen verglichen werden.

xierter Gastmolekiile und vergrabene Oberflichen (ASASA) der komplexierten Géste.

Tabelle 3: Losungsmittel-zugangliche Oberflichen (SASA, in A% freier und in a-Cyclodextrin komple-

Oberfliche

Die GroBe der bei der Komplexierung  Gast
vergrabenen hydrophoben Oberfléche wird
oft fiir empirische Berechnungen von Bin-  gihanol
dungsenergien herangezogen. Fiir die in  1-propanol
Abschnitt 2 diskutierten Typen von Wirt-  1-Butanol
Gast-Komplexen wurde mit den nachfol-  1-Pentanol
gend beschricbenen Verfahren die GroBe — 1-Hexanol

Hexansaure

der Losungsmittel-zugénglichen Oberflache
des Gastes, die bei der Komplexierung
vergraben wird, berechnet oder bestimmt.

Cyclobutanol
Cyclopentanol
Cyclohexanol

Die GroBle der vergrabenen Gesamt-  Benzol
oberfldche (d.h. nicht nur des hydrophoben  Phenol
Teils) eines Gasts ist gleich der Differenz  Pyridine

Benzoesdure

zwischen der Grofle der Losungsmittel-
zugédnglichen Oberfliche des freien und
des komplexierten Gasts. Die zugingliche
Gesamtoberfldche der Gastmolekiile und
der Wirt-Gast-Komplexe wurde in den
meisten Fiéllen mit einem Sondierradius
von 1.4 A, etwa dem Radius eines Wasser-

2-Chlorphenol
3-Chlorphenol
4-Chlorphenol
3-Nitrophenol
4-Nitrophenol
4-Methylphenol
Essigsdure
Acetonitril

exp. Bindungs-

konstante (IgK,)

SASA, komplexiert SASA, frei ASASA

27.7 172.5 145 0.83
52.2 199.8 148 1.46
74.9 225.9 151 1.22
89.9 251.2 161 2.5
92.8 275.5 183 2.96
72.4 276.8 204 2.91
57.1 205.5 148 1.2
68.1 223.8 156 1.56
91.0 245.2 154 2.7
39.9 222.6 183 1.5
58.0 235.8 178 1.57
37.6 218.7 181 2.2
79.2 266.4 187 2.4
90.9 263.9 173 2.3
84.2 265.7 188 2.3
77.5 267.0 190 2.4
96.5 277.7 181 2.1
99.3 278.5 179 2.6
77.8 261.6 194 1.75
26.4 180.8 154 3.8
325 173.8 141 0.72

molekiils, berechnet. Schmale Zwischen-
rdume, in die die Sonde nicht eindringen
kann, tragen nicht zur Grofle der Ober-
fliche bei. Im Unterschied zu anderen
Analysen von Bindungsenergien und Ober-

Tabelle 4: Losungsmittel-zugingliche Oberflichen (SASA, in A?) freier und in B-Cyclodextrin komple-
xierter Gastmolekiile und vergrabene Oberflichen der komplexierten Giste.

flichen beschrinken sich unsere Rechnun-

gen nicht auf hydrophobe oder unpolare Cost

Teile der Oberfliche. Die Rechnungen 1 -Prooanal
wurden mit den Programmen NACCESS 1-Butznol
oder GRASP an rontgenographisch erhal- 1 o anol
tenen Kristallstrukturen!”") oder, falls keine  cyclohexanol
Kristallstrukturdaten verfiigbar waren, an  Benzol
AMBER-optimierten Strukturen ausge-  Benzoesdure

4-Methylphenol
3-Nitrophenol
2-Chlorphenol

fithrt®
Tabelle 3 gibt die Grofen der Losungs-

exp. Bindungs-

konstante (IgK,)

SASA, komplexiert SASA, frei ASASA

42.8 197.5 155 0.65
50.1 223.8 174 1.22
85.9 279.5 194 2.34
54.0 245.0 191 2.7
40.6 225.1 185 2.23
54.1 267.0 213 2.4
61.3 264.0 203 2.4
67.9 277.6 210 2.44
62.2 264.0 202 2.3

mittel-zugénglichen Oberflachen von 20
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Tabelle 5: Losungsmittel-zugingliche Oberflichen (SASA, in A?) freier
und in Albumin komplexierter Gastmolekiile und vergrabene Ober-
flichen (ASASA) der komplexierten Giste.

PDB-Code Summenformel SASA, komplexiert SASA, frei ASASA
des Gastes!
TE7A C,,0 97 363 266
C,,0 106 367 261
1E7B C,F,CIBr 74 209 135
C,F,CIBr 64 210 146
C,F;CIBr 65 211 146
1E7C €10, 88 420 332
10, 102 426 324
C0, 108 427 319
€130, 124 472 348
€40, 144 505 361
C,F;CIBr 68 209 141
C,F,CIBr 71 209 138
C,F,CIBr 79 209 130
C,F,CIBr 59 210 151
C,F,CIBr 68 210 142
C,F;CIBr 54 211 157
C,F,CIBr 98 21 113
C,F,ClBr 104 21 107
1E7E G0, 102 316 214
C:0, 107 343 236
G0, 138 367 229
G0, 98 369 271
€0, 101 373 272
C100, 97 396 299
C100, 138 397 259
C100, 101 398 297
G 92 312 220
Cro 68 351 283
1E7F Ch0, 142 420 278
Cy0, 116 425 309
€10, 120 425 305
C,,0, 117 440 323
C,,0, 128 446 318
C,,0, 137 449 312
Cro 110 366 256
Cp, 96 382 286
1E7G 10, 93 423 330
C,,0, 104 424 320
C,,0, 124 447 323
€0, 136 502 366
€0, 142 502 360
€0, 147 502 355
Cro 91 367 276
Cyy 100 413 313
TE7H C,,0, 109 419 310
G50, 142 507 365
G150, 162 533 371
G160, 160 552 392
Cc0, 133 556 423
Cic0, 137 558 421
Cro 94 358 264
1E71 €150, 128 461 333
C,,0, 162 550 388
G,,0, 156 580 424

© 2003 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

www.angewandte.de

K. N. Houk et al.
Tabelle 5: (Fortsetzung)
PDB-Code Summenformel SASA, komplexiert SASA, frei ASASA
des Gastesl
C,,0, 146 586 440
C1s0, 293 608 315
€150, 180 609 429
€150, 302 609 307
Ch 86 386 300
1H9Z €0, 124 477 353
.0, 120 483 363
C,.0, 133 492 359
.0, 134 502 368
.0, 148 502 354
C,.0, 98 506 408
C00, 161 508 347
1H9Z €0, 140 478 338
.0, 126 484 358
C,,0, 140 490 350
C,.0, 130 502 372
.0, 148 504 356
€40, 117 509 392
G150, 151 494 343

[a] Ohne H-Atome.

Tabelle 6 gibt die Losungsmittel-zugénglichen Oberfla-
chen von 15 Gastmolekiilen (frei und im Komplex mit
katalytischen Antikdrpern) und die vergrabenen Oberfldchen
der komplexierten Giste wieder (sieche auch Abbil-
dung 28)." Die mittlere GroBe der vergrabenen Oberfliche
betrigt 420 + 80 A2 und ist damit mehr als doppelt so groB wie
bei der Komplexierung durch a- und -Cyclodextrin. Fiir elf
dieser Komplexe sind die K,-Werte des gebundenen Gastes
im Kiristall bekannt. Die Grof3e der mittleren komplexierten
Oberflache der Giéste betrdgt hier 400+79 A’ Es wurde
angenommen, dass diese 15 Verbindungen die Substrate
katalytischer Antikorper gut repréasentieren und mit den oben
genannten Bindungskonstanten (10**'9M7')  verglichen
werden konnen. Aus der Ubersicht iiber Kristallstrukturen
von Padlan wurde verallgemeinernd fiir Antikorper-Hapten-
Komplexe eine Kontaktfliche von 190 bis 350 A? abgeleitet.
Bei Antikorper-Komplexen mit Protein-Antigenen ist die
Kontaktfliche weitaus groBer (400-900 A?).17!

Es liegen umfangreiche thermodynamische Daten zu
Protein-Substrat-Komplexen vor, die Grofe der zugénglichen
Oberflachen ist aber nicht systematisch klassifiziert. Nach
Jones und Thornton betrigt die Grofe der vergrabenen
Losungsmittel-zugidnglichen Oberflache (SASA =
[ASASA +AYASAG]/2) im Mittel 777 4135 A? in Enzym-
Inhibitor-Komplexen und 785+ 75 A? in Antikérper-Protein-
Komplexen.” Tabelle 7 fasst die mittleren vergrabenen
Oberfldchen und die mittleren Bindungskonstanten fiir o-
und B-Cyclodextrine, katalytische Antikorper, Enzym-Inhi-
bitor- und Antikorper-Protein-Komplexe zusammen. Die
Bandbreite der vergrabenen Oberflichen und der Bindungs-
energien einer gegebenen Wirtsklasse gehen auch aus Abbil-
dung 29 hervor, in der die Bindungsaffinitit gegen die
vergrabene Oberfliche aufgetragen ist.
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Tabelle 6: Lésungsmittel-zugingliche Oberflichen (SASA, in A% freier und mit katalytischen Anti-
kérpern komplexierter Gastmolekiile und vergrabene Oberflichen (ASASA) der komplexierten Spezies

(Haptene oder Produkte; siehe Abbildung 28).

Angewandte

Enzym-Inhibitor-Komplexen
betrigt ASASA rund 800 A2
entsprechend einem K,-Wert

PDB-Code Antikarper SASA, komplexiert SASA, frei ASASA K, von etwa 10°m~'. Der y-Wert
124k 39A11 2228 638.1 415 10 nm von 0.007 ist wesentlich niedriger
1aj7 48G 7 93.9 489.1 395 135 pum als die zuvor genannten Werte
1c5¢ 21D8 75.1 469.4 394 110 nm (0.02-0.15 kcalmol 'A~?;  am
1cf8 HA5-19A4 209.9 708.3 498 1.4 um héufigsten wird ein Wert von
1cle 1E9 38.4 442.6 404 1 nm y=0.025 kcalmol~' A2 fiir
Tct8 7C8 327.2 7943 467 0.3 um AHSASA angesetztlﬁ[’]). Die
1f3d 4B2 41.7 403.6 362 n.a.P . . .

1 gaf 438G 7 785 4341 406 45 nm melstc?n theraturwerte sind
kel 28B4 110.5 519.4 409 52 nm allerdings nur auf die vergrabene
Tyef D2.3 60.3 5493 489 na. hydrophobe Oberfliche bezo-
lyeg D2.3 27.3 303.4 276 50 pum gen, wihrend in Abbildung 29
25c8 5C8 75.4 588.0 513 n.a. die Bindungsenergie mit der
35c8 5C8 74.4 580.0 506 n.a. gesamten vergrabenen Oberfli-
3t 7G12 3494 8427 493 49 pm che des Gastmolekiils korreliert.
43ca 43C9 23.4 270.9 248 1 um

Den gleichen y-Wert hatten

[a] Keimbahn-Antikérper. [b] Nicht angegeben. [c] Reifer Antikérper. [d] Ky,.

Die Korrelation zwischen vergrabener Oberfliche der
Giste und den Bindungsaffinititen ist offensichtlich. Die
Regressionsgerade hat eine Steigung von 0.011, entsprechend
einem y-Wert von 0.007 kcalmol A2 in der Gleichung
AG =yAXSASA. Das bedeutet, dass das Vergraben von
67 A? zuginglicher Oberfliche des Gastmolekiils einer Bin-
dungsenergie von 1kcalmol™! entspricht. Dies wiederum
entspricht 90 A? pro Einheit von IgK,. Beispielsweise ergibt
sich fiir a-Cyclodextrine mit ca. 200 A? vergrabener Ober-
fliche eine mittlere Bindungskonstante von etwa 10*?M . Bei

M \©\NHAC

Luque und Freire bei der

Berechnung von AH aus der
GroBe der unpolaren Oberfliche erhalten.®™! AuBerdem
lassen unsere Ergebnisse auf eine Korrelation zwischen der
vergrabenen hydrophoben Oberfliche und der gesamten
vergrabenen Oberflidche des Gastes schlieen. Die Ergebnis-
se deuten darauf hin, dass die mittleren Bindungskonstanten
von Wirt-Gast-Komplexen in Wasser auf die relativ kleinen
Oberfldchen zuriickzufiihren sind, die bei der Komplexbil-
dung aus der Wasserphase herausgenommen werden und
Wirt-Gast-Wechselwirkungen eingehen.

- O O
>LNH le]
/O 1Ak L o HN 8H TKEL
ot e ON e
CHC|2 C| Cl
ON 1CT8
2!
1AJ7 NH, <! C' N
1F3D 1C?E Me 1YEF
so; “OC 1crFs
P D WO Q0 G ?
/U\N P\/\/\CO Me N)K/\/COZ_
N R
S0, 1YEG 1GAF
105¢ 25C8

Abbildung 28. Strukturen der Haptene der in Tabelle 6 aufgefiihrten katalytischen Antikérper.

Tabelle 7: Mittlere vergrabene Oberflichen der Gaste (ASASA, in A%) und IgK, fur Klassen von Wirt-Gast-Komplexen in Wasser.

System Mittelwert ASASA 0 (ASASA) Quelle Mittelwert Ig K, o(lgK,) Quelle

a-Cyclodextrin—organischer Gast 170 18 Tabelle 3 2.0 0.8 Tabelle 3
B-Cyclodextrin—organischer Gast 192 19 Tabelle 4 2.1 0.7 Tabelle 4
katalytischer Antikérper-Substrat 418 80 Tabelle 6 3.5 1.0 Tabelle 1
katalytischer Antikérper—Inhibitor 400 79 Tabelle 6 6.3 1.6 Tabelle 6
Albumin—organischer Gast 300 85 Tabelle 5 4.6 0.9 Tabelle 5
Enzym—Inhibitor 777 135 [64] 8.6 2.1 Tabelle 1
Antikérper—Protein 785 75 [76] 8.9 1.7 Tabelle 1
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schlieBen, dass unsere Korrelation
zwischen ASASA und der Bin-
dungskonstanten in Wasser eine
einfache und halbquantitative
Methode bereitstellt, Bindungsaf-

: finitéiten ausschlieBlich anhand der

lg Ka

@ Antikérper — Protein
® Enzym - fes

® katalytische

® katalytischar Antikirper — Substral
odaxtrin :

® u-Cyclodextrin — organischer Gast

vergrabenen Oberfliche bei der
Komplexierung vorherzusagen.
Eine wichtige Ausnahme von
den einfachen AG-ASASA-Bezie-
hungen wird bei Enzymen beob-
achtet: Die Bindungskonstante
von Enzym-Substrat-Komplexen
betrigt 10***m~!, die von
Enzym-Ubergangszustands-Kom-
plexen 10"y ~1 obwohl sich die
Groflen der Oberflichen von
Substrat und Ubergangszustand

bundener" Inhibitor

Antikorper — Inhibitar

organischer G

st

ASASA | A? ——

Abbildung 29. Auftragung von gemittelten Ig K,-Werten gegen gemittelte vergrabene Lésungsmittel-

zugingliche Oberflachen.

Die hinreichend belegte Korrelation zwischen ASASA
und Bindungskonstanten in Wasser weist auf die Vorhersag-
barkeit der mittleren Assoziationskonstanten ausgehend von
der GroBe des Hohlraums des Wirts und der Oberflidche des
Gasts hin. Dies unterstreicht die Bedeutung des hydrophoben
Effekts fiir die Komplexbildung. Allerdings erfordert die
Verteilung der Bindungskonstanten eine detailliertere
Betrachtung. Sie kann variierenden direkten Wirt-Gast-
Wechselwirkungen zugeschrieben werden, d.h. spezifischen
Wasserstoffbriicken, elektrostatischen und Van-der-Waals-
Wechselwirkungen. Diese Faktoren steuern die Selektivitét
eines hydrophoben Hohlraums und fithren zu bedeutenden
Abweichungen von der einfachen Oberflichenbeziehung.
Eine Reihe weiterer Faktoren wurde zur Erkldrung der
Selektivitdt herangezogen, z. B. ein Zusammenhang zwischen
der Komplexstabilitdt und der Mobilitdt des Gastmolekiils
innerhalb des Wirts.!””

Die wichtigsten theoretischen und empirischen Ansitze
zur Vorhersage der Bindungsaffinitdten von Enzymen und
Proteinrezeptoren wurden von Gohlke und Klebe zusam-
mengefasst.® Die Standardabweichungen bei Regressions-
methoden (empirischen Scoring-Funktionen) liegen norma-
lerweise zwischen 0.5 und 2.5 kcalmol ™, bei einer mittleren
Standardabweichung von 1.3 kcalmol™, die etwa einem
Drittel der Standardabweichung einer einfachen ASASA-
Korrelation von 3.5 kcalmol™' entspricht. Eine neuartige
Scoring-Funktion, die aus mehreren Funktionen kombiniert
wurde, liefert eine Standardabweichung von 2.2 kcal
mol . GemiB einer kiirzlich publizierten Ubersicht von
Davis et al.”* betriigt die mittlere quadratische Abweichung
(RMSE) einer  wissensbasierten  Scoring-Funktion,
SmoG2001, 1.69 1g-Einheiten und die RMSE von SCORE1
(LUDI) 3.47 lg-Einheiten. Dieser Vergleich ldsst darauf
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y nicht allzu gravierend unterschei-
1000 den konnen. Enzym-Substrat-
Komplexe verhalten sich reguldr
und weisen die gleiche AG-
ASASA-Charakteristik auf wie
Komplexe aus katalytischen Anti-
korpern und Substraten. Die mitt-
lere vergrabene Oberfldche betrégt
etwa 420 A2 die Bindungskonstanten betragen etwa 10> M !
und die Gibbs-Bindungsenergie ist etwa 5 kcalmol™'. Trotz
dhnlicher GroBe der vergrabenen Oberfliche werden Uber-
gangszustinde weitaus fester gebunden.

5. Warum binden Ubergangszustiinde fester an
Enzyme als Substrate?

Die Dissoziationskonstanten von Enzym-Substrat-Kom-
plexen haben Werte von Ky, ' =10*"*"*m~!, die von Enzym-
Ubergangszustands-Komplexen von K, ' =10"%"*4'm~!, Zur
Erkldrung dieses katalytischen Effekts wurden viele Faktoren
herangezogen, von denen die stichhaltigsten nachstehend
genannt werden sollen.

5.1. Chemische Effekte

a) Ein augenfilliger Faktor ist die Tatsache, dass die rever-
sible Bildung von Wirt-Gast-Komplexen auf nichtkova-
lenten Wechselwirkungen beruht, wéhrend die katalyti-
sche Wirkung der meisten, wenn nicht aller Enzyme auf
kovalente, Metall-Ligand- oder Sdure-Base-Wechselwir-
kungen zuriickgeht. Kovalente Wechselwirkungen
konnen weitaus stdrker sein als die nichtkovalenten
Effekte, die bei zahlreichen Wirt-Gast-Komplexen eine
Rolle spielen.

b) Das Auftreten von Ladungen im Ubergangszustand kann
Coulomb-Wechselwirkungen verstdarken, die Bindungs-
stirke typischer neutraler Substrate ist im Vergleich
weitaus niedriger. Warshel wies auf die Bedeutung
spezifisch orientierter Dipole in der Bindungsstelle natiir-
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licher Substrate zur Stabilisierung des Ubergangszustands
hin."”) Die notwendige Energie, die die zum Ubergangs-
zustand komplementédre Ausrichtung der Dipole erfor-
dert, wird von der Proteinfaltung aufgewendet.

¢) Zu Phosphat und anderen polaren Gruppen, die in der
Reaktion nur eine sekundére Rolle zu spielen scheinen,
konnen im Ubergangszustand sehr starke Bindungen
gebildet werden. Fir ODCase bestimmten Wolfenden
et al. einen Wert von 17 kcalmol™' fiir die Bindung von
Phosphat.®™ Nach Aymes et al. stammen 14 kcal mol ' des
Energiegewinns des Ubergangszustands bei der Einwir-
kung von Triosephosphatisomerase aus der bevorzugten
Bindung von Phosphat im Ubergangszustand.®!! Eine
solche Mehrzentrenbindung kann zum Circe-Effekt fiih-
ren.P*!

5.2. Auswirkungen der Komplementaritdt von Enzym und
Ubergangszustand

d) GemidB dem Koshland-Mechanismus der induzierten
Anpassung dndert der Katalysator seine Struktur so,
dass er komplementir zum Ubergangszustand wird.*>%?!
Dies fiithrt hochstens zu einem kleinen Anstieg von
ASASA, konnte spezifische elektrostatische Wechselwir-
kungen aber verstédrken.

e) GroBriaumige Bewegungen von Proteinschlaufen konnen
zu einem Einschluss des Ubergangszustandes fithren oder
die bindende Oberfldche vergroBern.

f) Eine dynamische Kopplung zwischen Proteinfluktuatio-
nen und der Bewegung von Atomen des Ubergangszu-
stands kann zu einer Reaktionsbeschleunigung fiihren.
Dieses Phdnomen ist in letzter Zeit intensiv untersucht
worden, sofern kein Tunneleffekt auftritt ist der Einfluss
gewohnlich aber klein.*

g) Die Freisetzung von Wasser aus der Bindungstasche bei
Bildung des Ubergangszustands ist entropisch giinstig.
Dies spielt zwar auch bei der Komplexierung des Grund-
zustands des Substrats eine Rolle, kdnnte sich aber auf
den Ubergangszustand wesentlich stirker auswirken.[

Sehr wahrscheinlich spielen einige oder alle diese Effekte bei

spezifischen Typen von Ubergangszustinden eine Rolle.[

Zahlreiche Arbeitsgruppen, einschlieflich der unseren, ver-

suchen gegenwirtig die Bedeutung der einzelnen Faktoren

fiir die enzymatische Katalyse zu quantifizieren.

6. Zusammenfassung und Ausblick

Die Bindungskonstanten von Komplexen neutraler Ligan-
den in Wasser mit einer Vielzahl von Wirten konnen anhand
der hier vorgestellten Korrelationen in einem mehrere Gro-
Benordnungen umfassenden Bereich abgeschétzt werden.
Dazu bedarf es nur der Kenntnis der Grole des Hohlraums
des Wirts und der Oberfldche des Gasts. Bessere quantitative
Methoden diirften genauere Vorhersagen liefern, erfordern
aber weitaus mehr Rechenleistung und Zeit.

Die Stirke nichtkovalenter Bindungen in Wasser und ihre
Schwankungsbreite wird durch hydrophobe Effekte und
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deren Verhiltnis zur Oberfliche bestimmt. Der Ursprung
der mittleren Bindungsenergien ist nun bekannt, die Quanti-
fizierung von Einzel- und Sonderfillen aber bleibt eine
bedeutende Herausforderung.

Wir danken dem National Institute of General Medical
Sciences der National Institutes of Health fiir finanzielle
Unterstiitzung. A.G.L. dankt der Fulbright Commission und
AstraZeneca fiir ein Stipendium. Weiter danken wir Dr.
Jiangang Chen fiir Diskussionsbeitrige und Techniken zur
Berechnung von Oberflichengrofien und den Professoren
Frangois Diederich, Dudley H. Williams, William L. Jorgen-
sen, Hans-Jorg Schneider, Ronald K. Castellano sowie Dr.
W. Bruce Turnbull fiir hilfreiche Diskussionen. Prof. D.
Schomburg, Koln, wird fiir die Unterstiitzung bei der Beschaf-
fung der K,-Werte von Enzymen gedankt.
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