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Im Verlauf unserer Studien zur molekularen Erkennung mit
dem Ziel einer Quantifizierung des energetischen Beitrages
einzelner Protein-Ligand-Wechselwirkungen[1] richtete sich
unser Interesse auf die Erforschung von Kation-p-Wechsel-
wirkungen[2,3] in der D-Tasche von Thrombin, einer zentralen
Serin-Protease in der Blutgerinnungskaskade. Den Boden
dieser hydrophoben Tasche bildet der Indol-Rest von Trp215
(Abbildung 1), einer aromatischen Aminos2ure-Seitenkette,
die in biologischen Systemen h2ufig Kation-p-Wechselwir-
kungen eingeht.[4] Zur Erkundung dieser Wechselwirkung
wurden die tricyclischen Inhibitoren (� )-1 und (� )-2 syn-

thetisiert,[5] die entsprechend der Voraussage eines Compu-
ter-Modells[6] beim Binden im aktiven Zentrum von Throm-
bin ein quart2res Ammonium-Ion bzw. einen ungeladenen
tert-Butyl-Rest oberhalb des Indol-Ringes von Trp215 posi-
tionieren.
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Ausgangspunkt der Synthese von (� )-1 war die 1,3-
dipolare Cycloaddition von Maleimid 3, Aldehyd 4 und l-
Prolin (5), deren Produkt (� )-6 in einer Pinner-Reaktion in
das Amidinium-Salz (� )-7 8berf8hrt wurde (Schema 1, Ex-

perimentelles siehe Hintergrundinformationen). Anschlie-
ßende nucleophile Substitution des Bromids durch Me3N
ergab (� )-1. Die Referenzverbindung (� )-2 wurde auf
2hnliche Weise hergestellt (siehe Hintergrundinformatio-
nen).

Die biologischen Aktivit2ten der Inhibitoren (� )-1 und
(� )-2 gegen Thrombin, das Verdauungsenzym Trypsin sowie
die Serin-Proteasen Faktor VIIa und Faktor Xa wurden ent-
sprechend einer publizierten Vorschrift[7] gemessen (Tabel-
le 1).[8] Faktor VIIa und Faktor Xa sind wie Thrombin Be-

standteile der Blutgerinnungskaskade und sind ebenfalls
Zielstrukturen f8r die Therapie thrombotischer Erkrankun-
gen. Innerhalb der Fehlergrenzen der biologischen Tests
wurde keine Hemmung von Faktor VIIa beobachtet; beide
Liganden wiesen zugleich eine nur moderate Bindungsaffini-
t2t f8r Trypsin auf. Dagegen unterscheiden sich ihre Affini-
t2ten f8r Thrombin und Faktor Xa erheblich.

Der Onium-Ion-Inhibitor (� )-1 war gegen Thrombin viel
weniger aktiv (Ki = 7.76 mm) als die Referenzverbindung (� )-
2 (Ki = 0.13 mm). Aus Molecular-Modeling-Studien[6] geht
hervor, dass der große Unterschied zwischen den Bindungs-
affinit2ten (Ki(1)/Ki(2)= 60; die Bindung des tert-Butyl-Inhi-
bitors ist somit um DDG= 2.5 kcalmol�1 energetisch beg8ns-
tigt) nicht mit unterschiedlichen Bindungsweisen der beiden
Imid-N-Substituenten in der hydrophoben D-Tasche erkl2rt
werden kann.[5] Die Ergebnisse lassen vielmehr darauf schlie-
ßen, dass die Kation-p-Wechselwirkung zwischen dem
Onium-Ion von (� )-1 und einem einzigen Indol-Rest (von
Trp215) nicht stark genug ist, um die energetischen Verluste
der Desolvatation des ionischen Restes bei der Bindung in die
D-Tasche des Enzyms auszugleichen. Entsprechende Desol-
vatationsverluste sind bei der Bindung eines tert-Butyl-Restes
nicht vorhanden, sodass (� )-2 eine Affinit2t aufweist, die der
von 2hnlichen Inhibitoren entspricht, die große aliphatische
Reste in die D-Tasche des Enzyms platzieren.[9a]

Inhibitor (� )-1 weist allerdings eine hohe Aktivit2t bei
der Hemmung von Faktor Xa auf (Ki = 0.28 mm), w2hrend
jene von (� )-2 sehr niedrig ist (Ki = 29 mm). Der Unterschied
der Bindungsaffinit2ten (Ki(2)/Ki(1)= 100, DDG= 2.8 kcal
mol�1) f2llt in diesem Fall (Faktor Xa) sogar deutlicher aus als
f8r Thrombin, wobei jetzt die Bindung des Onium-Ions
beg8nstigt wird.[10] Auch hier entsprechen sich die Bindungs-
weisen der beiden Inhibitoren im Computer-Modell. Zur
genaueren Untersuchung des Ursprungs der starken Onium-
Ion-Bindung wurde daher die Kristallstruktur des Komplexes,
in dem (� )-1 zusammen mit Faktor Xa cokristallisiert wurde,
mit einer AuflHsung von 1.64 I gelHst (Abbildung 2).[11]

In dieser Struktur bindet das 3aS,4R,8aS,8bR-konfigurier-
te Enantiomer von (� )-1 (ent-1) in einer 2hnlichen Weise in
die aktive Tasche von Faktor Xa, wie im Computer-Modell
f8r die verwandte Serin-Protease Thrombin vorausgesagt
worden war.[9b] Der Phenylamidinium-Rest befindet sich in
der S1-Tasche und wechselwirkt dort mit der Carboxylat-
Seitenkette von Asp189 (d(N···O)= 3.2 und 3.3 I). Die
„untere“ Imid-C=O-Einheit bildet dabei eine H-Br8cke
zum N-H-Proton von Gly216 im Peptid-R8ckgrat (d-
(O···N)= 3.1 I). Das tricyclische Ger8st von ent-1 besetzt
den zentralen Raum im aktiven Zentrum von Faktor Xa
(Abbildung 2b).

Abbildung 1. Bindung des Inhibitors (� )-1 im aktiven Zentrum von
Thrombin. Dem Computer-Modell zufolge bindet nur das
3aS,4R,8aS,8bR-konfigurierte Enantiomer.[5] Die Referenzverbindung
(� )-2 sollte gem ß dem Computer-Modell in entsprechender Weise
binden.

Schema 1. Synthese des Inhibitors (� )-1. a) MeCN, 80 8C, 32%;
b) 1. HCl, MeOH, CHCl3, 4 8C; 2. NH4Cl, MeOH, H2O, 65 8C, 60%;
c) Me3N, MeOH, RT, 90%.

Tabelle 1: Biologische Aktivit ten (Inhibierungs-Konstanten Ki [mm]) der
Inhibitoren (� )-1 und (� )-2.

Inhibitor Ki [mm]
Thrombin Trypsin Faktor VIIa Faktor Xa

(�)-1 7.76 10.5 >69[a] 0.28
(�)-2 0.13 7.1 >69[a] 29

[a] Obere Grenze des Assays.
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Wie aufgrund der Ergebnisse des Molecular Modeling zu
erwarten, bindet das quart2re Ammonium-Ion von ent-1 in
die S4-Tasche von Faktor Xa, die von Trp215, Tyr99 und
Phe174 begrenzt wird. Diese drei Seitenketten bilden einen
„aromatischen Kasten“, in dessen Mitte sich das Onium-Ion
befindet. Die kleinsten Abst2nde zwischen N+-Zentrum und
den n2chsten C-Atomen der umgebenden aromatischen
Ringe (zwischen 4.6 und 5.0 I, Abbildung 2a) sind f8r
starke Kation-p-Wechselwirkungen nahezu ideal.

Ein Nberblick 8ber die entsprechende Literatur offen-
bart, dass die S4-Tasche von Faktor Xa tats2chlich schon oft

mit basischen Resten gef8llt wurde; Beispiele sind 4-Amino-
substituierte Pyridine, Piperazine, Pyrrolidine, Amidine und
Phenylamidine, Imidazole und Imidazoline sowie Benzylami-
ne.[12] Wir nehmen an, dass die positiv geladenen Reste die
Kation-Bindungsstelle im aromatischen Kasten in protonier-
ter Form besetzen. Auch die Einlagerung eines N,N,N-Tri-
methylanilinium-Restes in die S4-Tasche ist schon beschrie-
ben worden.[13]

In einigen Komplexen bilden die Seitenketten von Glu97
oder Glu217 in Faktor Xa schwache Ionenpaarwechselwir-
kungen zu Phenylamidinium-Ionen, welche die S4-Tasche
besetzen.[12a,13] Die beiden Carboxylate sind jedoch in den
meisten F2llen weit entfernt von der Kation-Bindungsstelle
zu finden, wobei sie sich dann eher zum umgebenden
LHsungsmittel hin orientieren, wie dies auch im Komplex
von Faktor Xa und ent-1 der Fall ist (d(N···CO2

�)Glu97 = 9.9 I,
d(N···CO2

�)Glu217 = 8.0 I). Coulomb-Wechselwirkungen mit
den zwei Carboxylaten sind daher nicht der Grund f8r die
bevorzugte Bindung von kationischen Resten in die S4-
Tasche.

Diese Ergebnisse f8hren zu einer neuen Deutung der
besonderen F2higkeit dieser Tasche, die Bindung basischer
Reste zu beg8nstigen: In ihrer protonierten Form gehen diese
Substituenten energetisch vorteilhafte Kation-p-Wechselwir-
kungen mit dem von Tyr99, Trp215 und Phe174 gebildeten
aromatischen Kasten ein. Der Unterschied in freier Bin-
dungsenthalpie von DDG= 2.8 kcalmol�1 zugunsten von (� )-
1 entspricht dabei einem Durchschnittswert von ca. 0.9 kcal
mol�1 pro aromatischen Ring. DieserWert stimmt gut mit den
in der Literatur berichteten Werten f8r Kation-p-Wechsel-
wirkungen mit einzelnen aromatischen Ringen 8berein.[14]

Die hier vorgestellten Ergebnisse f8r die D-Tasche von
Thrombin lassen jedoch trotz des großen Beitrages der
freien Enthalpie der Wechselwirkung mit einem einzelnen
aromatischen Ring darauf schließen, dass in einem Protein-
Ligand-Komplex effiziente Kation-p-Wechselwirkungen nur
durch die „Solvatisierung“ des Kations durch mehrere aro-
matische Ringe erreicht werden kHnnen.

Wir nahmen diese Ergebnisse zum Anlass, anhand von
Recherchen in der Protein-Datenbank (PDB)[15] 2hnliche
Anordnungen aromatischer Ringe f8r die Komplexierung
von Ammonium-Ionen zu identifizieren. Einige Beispiele zur
Bindung von quart2ren Ammonium-Ionen an unterschiedli-
che Proteine sind in Abbildung 3 dargestellt. So findet sich in
Abbildung 3a die schon erw2hnte Einlagerung eines Trime-
thylanilinium-Substituenten in die S4-Tasche von Faktor Xa
(PDB-Code: 1LPK).[13] Die Abst2nde des Ammonium-N+-
Zentrums zu den aromatischen Ringen liegen genau in dem
Bereich der in unserem Fall gemessenen Abst2nde. Abbil-
dung 3b zeigt das an Lys27 permethylierte Histon H3 in der
Polycomb-Chromodom2ne von Drosophila (1PFB)[16] und
Abbildung 3c ein N,N-dimethyliertes Prolin in dem periplas-
matischen Liganden-bindenden Protein ProX aus E. coli
(1R9Q).[17] Jeweils mindestens eine der drei Seitenketten,
welche die aromatischen K2sten in Abbildung 3a–c bilden,
gehHrt zu einem Tryptophan. Das kationische Zentrum
befindet sich dabei immer in der N2he der Normalen durch
die Zentroide der aromatischen Ringe, was eine optimale
Wechselwirkung mit dem aromatischen p-System ermHglicht.

Abbildung 2. a) Inhibitor (3aS,4R,8aS,8bR)-1 im aktiven Zentrum von
Faktor Xa gem ß der Kristallstrukturanalyse; rot O, blau N, gelb S,
gr5n CLigand, grau CProtein. Abst nde sind in M angegeben. Die kleinsten
Abst nde zwischen den Methyl-C-Atomen des Onium-Ions und den C-
Atomen des aromatischen Kastens betragen 3.9 M (zu Tyr99), 3.9 M
(zu Phe174) und 3.6 M (zu Trp215). b) Komplex von Faktor Xa mit
dem aktiven Enantiomer von (� )-1.
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Abbildung 3d zeigt einen aromatischen Kasten aus vier
aromatischen Seitenketten eines Komplexes des menschli-
chen Phosphatidylcholin-Transfer-Proteins mit dem Cholin-
Teil des entsprechenden Substrates (1LN3).[18] Rhnlich wie
bei den vorigen Strukturen liegt das kationische Zentrum in
diesem Beispiel in der unmittelbaren N2he der Normalen
durch die Zentroide der aromatischen Ringe von Trp101 und
Tyr155; dagegen sind die Ringebenen von Tyr114 und Tyr116
leicht gedreht, sodass das Kation nicht mehr auf der Ebenen-
Normalen durch den Ringzentroid liegt. Der Verlust an
Wechselwirkungsenergie durch die gedrehte Stellung der
zwei aromatischen Ringe wird anscheinend in diesem Bei-
spiel durch die Beteiligung eines vierten Arenringes kom-
pensiert. Bei allen in Abbildung 3 gezeigten Strukturen liegen
die kleinsten Abst2nde zwischen N+-Zentrum und aromati-
schen Seitenketten (d(N+···Carom)) innerhalb von 4–5 I,
sodass dieser Abstandsbereich f8r Wechselwirkungen zwi-
schen quart2ren Ammonium-Ionen und p-Systemen optimal
zu sein scheint. Weitere Beispiele von quart2ren Ammonium-
Ionen in aromatischen K2sten finden sich in den Abbildun-
gen 5–9SI in den Hintergrundinformationen.

Die PDB-Recherche wurde anschließend auf protonierte
terti2re Ammonium-Ionen innerhalb aromatischer K2sten
von Proteinen ausgedehnt (Abbildung 4). Auch hier befinden
sich die Kationen in unmittelbarer N2he der Ebenen-Nor-
malen durch die Zentroide der aromatischen Ringe. Interes-
santerweise wird in diesen F2llen zus2tzlich zu den Kation-p-
Wechselwirkungen an der offenen Seite des aromatischen
Kastens eine H-Br8cke zwischen R3NH+ und Acceptorzen-
tren von Aminos2ure-Seitenketten beobachtet, die den Kom-
plex weiter stabilisiert; diese H-Br8cke wird manchmal auch
8ber ein H2O-Molek8l vermittelt. Beispiele hierf8r sind die
Strukturen eines (protonierten) terti2ren Amin-Hemmers im
Komplex mit Oxidosqualen-Cyclase (Abbildung 4a;
1H37),[19] der Komplex eines protonierten N,N-dimethylier-
ten Lysin-Restes eines Histons in der HP1-Chromodom2ne

von Drosophila (Abbildung 4b; 1KNA),[20] der Komplex von
Morphin mit dem AntikHrper 9B1 (Abbildung 4c; 1Q0Y)[21]

sowie der Komplex von Nicotin mit einem nicotinischen Ach-
Rezeptor (Abbildung 4d; 1UW6).[22] In entsprechender
Weise wechselwirken manche der protonierten Onium-
Ionen in der S4-Tasche von Faktor Xa nicht nur mit dem
aromatischen Kasten, sondern bilden auch H-Br8cken zu
benachbarten polaren Aminos2ureresten oder H2O-Molek8-
len.[12a,f] Interessanterweise werden protonierte sekund2re
Ammonium-Ionen, wahrscheinlich wegen zu hoher Desol-
vatationskosten, nicht in solchen Anordnungen gefunden.

Kation-p-Wechselwirkungen werden auch in den Kris-
tallpackungen kleiner Molek8le beobachtet, obwohl hier
sterische Faktoren und die Tendenz zu einer mHglichst
dichten Kristallpackung die Bildung von aromatischen
K2sten nicht zulassen. Eine Cambridge-Structural-Database-
(CSD)-Suche nach kleinen Abst2nden zwischen Tetraalkyl-
ammonium-Ionen und Arenen lieferte 22 Beispiele, von
denen sieben einen zweiten engen Kontakt zu einem weiteren
aromatischen Substituenten aufwiesen.[23] Analog zu den
Proteinbeispielen befanden sich die Kationen in unmittelba-
rer N2he der p-Ebenen-Normalen durch die Zentroide der
aromatischen Ringe. Ausgew2hlte Beispiele sind in Abbil-
dung 10SI in den Hintergrundinformationen zu finden.

Anhand von biologischen Bindungsdaten und Protein-
kristallographischen Ergebnissen wurde hier gezeigt, dass der
von den Seitenketten von Phe174, Tyr99 und Trp215 gebil-
dete aromatische Kasten in der S4-Tasche von Faktor Xa eine
hochwirksame Onium-Bindungsstelle ist. Durch Vergleich
der Bindungsaffinit2ten des quart2ren Ammonium-Ion-Li-
ganden (� )-1 mit dem tert-Butyl-Derivat (� )-2 konnte der
Beitrag der Kation-p-Wechselwirkungen zur freien Bin-
dungsenthalpie in diesem Kasten zu DDG= 2.8 kcalmol�1

ermittelt werden. Aus PDB-Recherchen wird die Allgemein-
g8ltigkeit derartiger Kation-Bindungk2sten in biologischen
Systemen offensichtlich – die bei diesen Untersuchungen

Abbildung 3. Durch PDB-Recherchen gefundene Beispiele von quart -
ren Ammonium-Ionen, die in der S4-Tasche von Faktor Xa (a) oder in
 hnlichen aromatischen K sten in anderen Proteinen gebunden sind
(b–d); rot O, blau N, grau C. Die k5rzesten Ligand-Protein-Abst nde
sind in M angegeben. PDB-Codes: a) 1LPK, b) 1PFB, c) 1R9Q, d) 1LN3.

Abbildung 4. Beispiele von Treffern der PDB-Recherche, in denen ein
protoniertes terti res Ammonium-Ion in einem aromatischen Kasten
gebunden wird; rot O, blau N, grau C. Die kleinsten Abst nde zwi-
schen Ligand und Protein sind in M angegeben. PDB-Codes: a) 1H37,
b) 1KNA, c) 1Q0Y, d) 1UW6.
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gewonnenen Erkenntnisse d8rften daher hilfreich f8r das
Design und die Optimierung von Leitstrukturen sein.

Eingegangen am 9. M2rz 2005
Online verHffentlicht am 13. Juni 2005
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