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Quantifizierung von Kation-n-Wechselwirkungen
in Protein-Ligand-Komplexen: Kristallstruktur-
analyse eines Komplexes von Faktor Xa und
einem quartiren Ammonium-Ion-Liganden**

Kaspar Schirer, Martin Morgenthaler, Ralph Paulini,
Ulrike Obst-Sander, David W. Banner,* Daniel Schlatter,
Jorg Benz, Martine Stihle und Frangois Diederich*

Im Verlauf unserer Studien zur molekularen Erkennung mit
dem Ziel einer Quantifizierung des energetischen Beitrages
einzelner Protein-Ligand-Wechselwirkungen!" richtete sich
unser Interesse auf die Erforschung von Kation-m-Wechsel-
wirkungen?¥ 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 Aminosdure-Seitenkette,
die in biologischen Systemen haufig Kation-rt-Wechselwir-
kungen eingeht.® Zur Erkundung dieser Wechselwirkung
wurden die tricyclischen Inhibitoren (+)-1 und (+)-2 syn-

(3)-1 R=NMe;* Br

(+)-2 R=CMe; NH,

HN -HCI

thetisiert,l” die entsprechend der Voraussage eines Compu-
ter-Modells!®! beim Binden im aktiven Zentrum von Throm-
bin ein quartires Ammonium-Ion bzw. einen ungeladenen
tert-Butyl-Rest oberhalb des Indol-Ringes von Trp215 posi-
tionieren.
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Abbildung 1. Bindung des Inhibitors (£)-1 im aktiven Zentrum von
Thrombin. Dem Computer-Modell zufolge bindet nur das
3aS,4R,8aS,8bR-konfigurierte Enantiomer.’! Die Referenzverbindung
(£)-2 sollte gemiR dem Computer-Modell in entsprechender Weise
binden.

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 iiberfithrt wurde (Schema 1, Ex-
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Schema 1. Synthese des Inhibitors (£)-1. a) MeCN, 80°C, 32%;
b) 1. HCl, MeOH, CHCl,, 4°C; 2. NH,Cl, MeOH, H,0, 65°C, 60%;
c) Me;N, MeOH, RT, 90%.

perimentelles siehe Hintergrundinformationen). Anschlie-
Bende nucleophile Substitution des Bromids durch Me;N
ergab (£)-1. Die Referenzverbindung (+)-2 wurde auf
ghnliche Weise hergestellt (siehe Hintergrundinformatio-
nen).

Die biologischen Aktivitdten 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!”) gemessen (Tabel-
le 1).®] Faktor VIIa und Faktor Xa sind wie Thrombin Be-
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Tabelle 1: Biologische Aktivititen (Inhibierungs-Konstanten K; [um]) der
Inhibitoren (£)-1 und (£)-2.

Inhibitor Ki [um]

Thrombin Trypsin Faktor Vlla Faktor Xa
(£)1 7.76 10.5 > 69t 0.28
(£)-2 0.13 7.1 > 69 29

[a] Obere Grenze des Assays.

standteile der Blutgerinnungskaskade und sind ebenfalls
Zielstrukturen fiir 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-
tat fiir Trypsin auf. Dagegen unterscheiden sich ihre Affini-
tiaten fiir Thrombin und Faktor Xa erheblich.

Der Onium-Ion-Inhibitor (+ )-1 war gegen Thrombin viel
weniger aktiv (K; =7.76 um) als die Referenzverbindung (& )-
2 (K;=0.13 um). Aus Molecular-Modeling-Studien!® geht
hervor, dass der groBBe Unterschied zwischen den Bindungs-
affinitdten (K;(1)/K;(2) = 60; die Bindung des fert-Butyl-Inhi-
bitors ist somit um AAG = 2.5 kcalmol ' energetisch begiins-
tigt) nicht mit unterschiedlichen Bindungsweisen der beiden
Imid-N-Substituenten in der hydrophoben D-Tasche erklért
werden kann.”! Die Ergebnisse lassen vielmehr darauf schlie-
Ben, dass die Kation-n-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 Affinitdt aufweist, die der
von &hnlichen Inhibitoren entspricht, die gro3e aliphatische
Reste in die D-Tasche des Enzyms platzieren.

Inhibitor (+)-1 weist allerdings eine hohe Aktivitét bei
der Hemmung von Faktor Xa auf (K;=0.28 um), wihrend
jene von (= )-2 sehr niedrig ist (K; =29 pm). Der Unterschied
der Bindungsaffinititen (K;(2)/K;(1)=100, AAG =2.8 kcal
mol ™) fillt in diesem Fall (Faktor Xa) sogar deutlicher aus als
fiir Thrombin, wobei jetzt die Bindung des Onium-Ions
begiinstigt wird.'"”! 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 Auflésung von 1.64 A gelost (Abbildung 2).1""]

In dieser Struktur bindet das 3aS$,4R,8aS,8bR-konfigurier-
te Enantiomer von (4 )-1 (ent-1) in einer dhnlichen Weise in
die aktive Tasche von Faktor Xa, wie im Computer-Modell
fiir die verwandte Serin-Protease Thrombin vorausgesagt
worden war.” Der Phenylamidinium-Rest befindet sich in
der S1-Tasche und wechselwirkt dort mit der Carboxylat-
Seitenkette von Asp189 (d(N--O)=32 und 3.3 A). Die
yuntere Imid-C=0O-Einheit bildet dabei eine H-Briicke
zum N-H-Proton von Gly216 im Peptid-Riickgrat (d-
(O--N)=3.1 A). Das tricyclische Geriist von ent-1 besetzt
den zentralen Raum im aktiven Zentrum von Faktor Xa
(Abbildung 2b).
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Abbildung 2. a) Inhibitor (3aS,4R,8aS,8bR)-1 im aktiven Zentrum von
Faktor Xa gemif der Kristallstrukturanalyse; rot O, blau N, gelb S,
griin Ciigang, grau Cpein. Abstande sind in A angegeben. Die kleinsten
Abstinde zwischen den Methyl-C-Atomen des Onium-lons und den C-
Atomen des aromatischen Kastens betragen 3.9 A (zu Tyr99), 3.9 A
(zu Phe174) und 3.6 A (zu Trp215). b) Komplex von Faktor Xa mit
dem aktiven Enantiomer von (£)-1.

Wie aufgrund der Ergebnisse des Molecular Modeling zu
erwarten, bindet das quartire Ammonium-Ion von ent-1 in
die S4-Tasche von Faktor Xa, die von Trp215, Tyr99 und
Phe 174 begrenzt wird. Diese drei Seitenketten bilden einen
,aromatischen Kasten“, in dessen Mitte sich das Onium-Ion
befindet. Die kleinsten Abstinde zwischen N*-Zentrum und
den nichsten C-Atomen der umgebenden aromatischen
Ringe (zwischen 4.6 und 5.0 A, Abbildung2a) sind fiir
starke Kation-m-Wechselwirkungen nahezu ideal.

Ein Uberblick iiber die entsprechende Literatur offen-
bart, dass die S4-Tasche von Faktor Xa tatséchlich schon oft

mit basischen Resten gefiillt wurde; Beispiele sind 4-Amino-
substituierte Pyridine, Piperazine, Pyrrolidine, Amidine und
Phenylamidine, Imidazole und Imidazoline sowie Benzylami-
ne.'” 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.!"”

In einigen Komplexen bilden die Seitenketten von Glu97
oder Glu217 in Faktor Xa schwache lonenpaarwechselwir-
kungen zu Phenylamidinium-Ionen, welche die S4-Tasche
besetzen.'’*13 Die beiden Carboxylate sind jedoch in den
meisten Fillen weit entfernt von der Kation-Bindungsstelle
zu finden, wobei sie sich dann eher zum umgebenden
Losungsmittel hin orientieren, wie dies auch im Komplex
von Faktor Xa und ent-1 der Fall ist (d(N--CO; ) go7 =9.9 A,
d(N-+CO; )g217=38.0 A). Coulomb-Wechselwirkungen mit
den zwei Carboxylaten sind daher nicht der Grund fiir die
bevorzugte Bindung von kationischen Resten in die S4-
Tasche.

Diese Ergebnisse fithren zu einer neuen Deutung der
besonderen Fihigkeit dieser Tasche, die Bindung basischer
Reste zu begiinstigen: In ihrer protonierten Form gehen diese
Substituenten energetisch vorteilhafte Kation-rt-Wechselwir-
kungen mit dem von Tyr99, Trp215 und Phe 174 gebildeten
aromatischen Kasten ein. Der Unterschied in freier Bin-
dungsenthalpie von AAG =2.8 kcalmol™" zugunsten von (& )-
1 entspricht dabei einem Durchschnittswert von ca. 0.9 kcal
mol~! pro aromatischen Ring. Dieser Wert stimmt gut mit den
in der Literatur berichteten Werten fiir Kation-r-Wechsel-
wirkungen mit einzelnen aromatischen Ringen iiberein.!!
Die hier vorgestellten Ergebnisse fiir die D-Tasche von
Thrombin lassen jedoch trotz des groflen Beitrages der
freien Enthalpie der Wechselwirkung mit einem einzelnen
aromatischen Ring darauf schlieen, dass in einem Protein-
Ligand-Komplex effiziente Kation-rt-Wechselwirkungen nur
durch die ,,Solvatisierung” des Kations durch mehrere aro-
matische Ringe erreicht werden konnen.

Wir nahmen diese Ergebnisse zum Anlass, anhand von
Recherchen in der Protein-Datenbank (PDB)!" ihnliche
Anordnungen aromatischer Ringe fiir die Komplexierung
von Ammonium-Ionen zu identifizieren. Einige Beispiele zur
Bindung von quartiren Ammonium-Ionen an unterschiedli-
che Proteine sind in Abbildung 3 dargestellt. So findet sich in
Abbildung 3a die schon erwédhnte Einlagerung eines Trime-
thylanilinium-Substituenten in die S4-Tasche von Faktor Xa
(PDB-Code: 1LPK).["! Die Abstinde des Ammonium-N7-
Zentrums zu den aromatischen Ringen liegen genau in dem
Bereich der in unserem Fall gemessenen Abstinde. Abbil-
dung 3b zeigt das an Lys27 permethylierte Histon H3 in der
Polycomb-Chromodoméne von Drosophila (1PFB)!'®! und
Abbildung 3¢ ein N,N-dimethyliertes Prolin in dem periplas-
matischen Liganden-bindenden Protein ProX aus E. coli
(1IR9Q).1" Jeweils mindestens eine der drei Seitenketten,
welche die aromatischen Késten in Abbildung 3a—c bilden,
gehort zu einem Tryptophan. Das kationische Zentrum
befindet sich dabei immer in der Ndhe der Normalen durch
die Zentroide der aromatischen Ringe, was eine optimale
Wechselwirkung mit dem aromatischen nt-System ermoglicht.
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Abbildung 3. Durch PDB-Recherchen gefundene Beispiele von quarti-
ren Ammonium-lonen, die in der S4-Tasche von Faktor Xa (a) oder in
ahnlichen aromatischen Kasten in anderen Proteinen gebunden sind
(b—d); rot O, blau N, grau C. Die kiirzesten Ligand-Protein-Abstinde
sind in A angegeben. PDB-Codes: a) 1LPK, b) 1PFB, c) TR9Q, d) TLN3.

Trpi01

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).l¥ Ahnlich wie
bei den vorigen Strukturen liegt das kationische Zentrum in
diesem Beispiel in der unmittelbaren Nidhe der Normalen
durch die Zentroide der aromatischen Ringe von Trp 101 und
Tyr155; dagegen sind die Ringebenen von Tyr 114 und Tyr 116
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 Abstinde zwischen N*-Zentrum und aromati-
schen Seitenketten (d(N*-C,,,)) innerhalb von 4-5 A,
sodass dieser Abstandsbereich fiir Wechselwirkungen zwi-
schen quartiren Ammonium-Ionen und n-Systemen optimal
zu sein scheint. Weitere Beispiele von quartiren Ammonium-
Ionen in aromatischen Késten finden sich in den Abbildun-
gen 5-9SI in den Hintergrundinformationen.

Die PDB-Recherche wurde anschlieSend auf protonierte
tertidfre Ammonium-Ionen innerhalb aromatischer Késten
von Proteinen ausgedehnt (Abbildung 4). Auch hier befinden
sich die Kationen in unmittelbarer Nihe der Ebenen-Nor-
malen durch die Zentroide der aromatischen Ringe. Interes-
santerweise wird in diesen Fillen zusétzlich zu den Kation-rt-
Wechselwirkungen an der offenen Seite des aromatischen
Kastens eine H-Briicke zwischen R;NH* und Acceptorzen-
tren von Aminosiure-Seitenketten beobachtet, die den Kom-
plex weiter stabilisiert; diese H-Briicke wird manchmal auch
iiber ein H,0O-Molekiil vermittelt. Beispiele hierfiir sind die
Strukturen eines (protonierten) tertidren Amin-Hemmers im
Komplex mit Oxidosqualen-Cyclase  (Abbildung4a;
1H37),"! der Komplex eines protonierten N,N-dimethylier-
ten Lysin-Restes eines Histons in der HP1-Chromodoméne
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Abbildung 4. Beispiele von Treffern der PDB-Recherche, in denen ein
protoniertes tertidres Ammonium-lon in einem aromatischen Kasten
gebunden wird; rot O, blau N, grau C. Die kleinsten Abstinde zwi-
schen Ligand und Protein sind in A angegeben. PDB-Codes: a) TH37,
b) TKNA, c) 1QOY, d) TUW6.

von Drosophila (Abbildung 4b; 1KNA),® der Komplex von
Morphin mit dem Antikérper 9B1 (Abbildung 4c; 1Q0Y)P!
sowie der Komplex von Nicotin mit einem nicotinischen Ach-
Rezeptor (Abbildung4d; 1UW6).”2 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-Briicken zu
benachbarten polaren Aminosdureresten oder H,O-Molekii-
len.'?*1 Interessanterweise werden protonierte sekundire
Ammonium-Ionen, wahrscheinlich wegen zu hoher Desol-
vatationskosten, nicht in solchen Anordnungen gefunden.
Kation-ni-Wechselwirkungen werden auch in den Kiris-
tallpackungen kleiner Molekiile beobachtet, obwohl hier
sterische Faktoren und die Tendenz zu einer moglichst
dichten Kristallpackung die Bildung von aromatischen
Kisten nicht zulassen. Eine Cambridge-Structural-Database-
(CSD)-Suche nach kleinen Abstédnden zwischen Tetraalkyl-
ammonium-lonen und Arenen lieferte 22 Beispiele, von
denen sieben einen zweiten engen Kontakt zu einem weiteren
aromatischen Substituenten aufwiesen.”” Analog zu den
Proteinbeispielen befanden sich die Kationen in unmittelba-
rer Ndhe der n-Ebenen-Normalen durch die Zentroide der
aromatischen Ringe. Ausgewédhlte 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 Phe 174, Tyr99 und Trp215 gebil-
dete aromatische Kasten in der S4-Tasche von Faktor Xa eine
hochwirksame Onium-Bindungsstelle ist. Durch Vergleich
der Bindungsaffinitdten des quartiren Ammonium-Ion-Li-
ganden (£ )-1 mit dem tert-Butyl-Derivat (+)-2 konnte der
Beitrag der Kation-n-Wechselwirkungen zur freien Bin-
dungsenthalpie in diesem Kasten zu AAG =2.8 kcalmol ™!
ermittelt werden. Aus PDB-Recherchen wird die Allgemein-
giiltigkeit derartiger Kation-Bindungkésten in biologischen
Systemen offensichtlich — die bei diesen Untersuchungen
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gewonnenen Erkenntnisse diirften daher hilfreich fiir das
Design und die Optimierung von Leitstrukturen sein.
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Angaben zur Proteinexpression und -reinigung finden sich in
den Hintergrundinformationen. Kristallisation und Strukturbe-
stimmung: Eine Losung von 15mgmL™' ,short-form“ Fak-
tor Xa wurde vor der Kristallisation {iber Nacht zusammen mit
dem Liganden (3.8 mm) inkubiert. Der Protein-Ligand-Komplex
wurde mit dem gleichen Volumen Kristallisationspuffer (0.2m
NH,OAc, 0.1m Bis-Tris pH 5.5, und 25% PEG 3350) im Micro-
batch-Modus gemischt. Nach einer Woche bildeten sich Kristal-
le, die innerhalb von zwei Wochen zu voller Groe anwuchsen.
Vor der Datenaufnahme wurden die Kristalle in einen Kristal-
lisationspuffer mit 20 % Glycerin tiberfiihrt und in fliissigem N,
schockgefrohren. Die Messung der Beugungsdaten wurde mit-
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hilfe eines Bruker-FR591-Rontgengenerators (50 kV/60 mA)
durchgefiihrt, der mit einem Osmic-Fokussierungs-Monochro-
mator (0.2 mm) und einem Oxford-Cryostream-Kiihler (gemes-
sen wurde bei 100 K) ausgestattet war. Der Marresearch345
(dtb) Image-Plate-Detektor wurde in einer Entfernung von
110 mm von dem Kiristall positioniert und mit einer Pixelgrofie
von 0.15 mm abgetastet. Die Expositionszeiten betrugen 600 s
bei 0.5° Frames. Die Daten von 262 Frames wurden bis zu einer
Auflosung von 1.62 A unter Verwendung von XDS (W. Kabsch,
J. Appl. Crystallogr. 1993, 26, 795 -800) verarbeitet. Die Raum-
gruppe ist P2,2,2; mit den Elementarzellen-Dimensionen a =
48.84, b=71.67 und ¢=72.75 A. 163433 gemessene Reflexe
wurden auf 32725 unabhéngige Reflexe reduziert; der R-Faktor
betrug 6.1% (37.4% in der duBersten Schale, 1.62-1.71 A), bei
98.7% (97.1 %) des theoretischen Datensatzes mit [/ 15.5 (4.3).
Fiir die Datenreduktion wurde das CCP4-Software-Paket ver-
wendet (The CCP4 Suite: Programs for Protein Crystallography,
Acta Crystallogr. Sect. D 1994, 50, 760-763). Die Struktur wurde
durch molecular replacement gelost, wobei 1cSm.pdb als Modell
verwendet wurde. Modell-Aufbau mit Moloc!® und Verfeine-
rung mit Refmac5 (G. N. Murshudov, A. A. Vagin, E. J. Dodson,
Acta Crystallogr. Sect. D 1997, 53, 240-255) bis zu einer
Auflsung von 1.64 A ergaben die endgiiltigen kristallographi-
schen R-Faktoren von 20.4 % (beobachtet) und 23.7 % (gesamt),
mit Werten in der duBeren Schale (1.64-1.68 A) von 28.6 und
29.7 %, fiir 2421 Atome, die ein Na*-Ion und 276 H,0O-Molekiile
mit einschlieBen. Die Elektronendichte des Inhibitors ist sehr
klar. Die Koordinaten wurden in der Protein-Datenbank abge-
legt, PDB-Code: 2bok.

Eine Auswahl an Kristallstrukturen: a) S. Maignan, J.-P. Guillo-
teau, Y. M. Choi-Sledeski, M. R. Becker, W. R. Ewing, H. W.
Pauls, A. P. Spada, V. Mikol, J. Med. Chem. 2003, 46, 685-690
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¢) Ein in die D-Tasche (Thrombin) bzw. S4-Tasche (Faktor Xa)
eingelagerter, positiv geladener Substituent soll nach Voraussa-
gen einer computergestiitzten GRID/CPCA-Analyse der ent-
sprechenden aktiven Zentren der Enzyme die Selektivitit eines
Inhibitors fiir Faktor Xa im Vergleich zu Thrombin erhohen. Im
Unterschied zu den Voraussagen der computergestiitzten Studie
legen die Ergebnisse der biologischen Aktivitdten fiir (+)-2
nahe, dass die analoge Einfiihrung von ungeladenen hydropho-
ben Substituenten eher selektive Thrombin- als Faktor-Xa-
Inhibitoren ergibt; M. A. Kastenholz, M. Pastor, G. Cruciani, T.
Fox, J. Med. Chem. 2000, 43, 3033 —3044.

H. Matter, E. Defossa, U. Heinelt, P.-M. Blohm, D. Schneider, A.
Miiller, S. Herok, H. Schreuder, A. Liesum, V. Brachvogel, P.
Lonze, A. Walser, F. Al-Obeidi, P. Wildgoose, J. Med. Chem.
2002, 45, 2749-2769 (PDB-Codes: 1LPG, 1LPK).

Angaben zum energetischen Beitrag von Kation-n-Wechselwir-
kungen finden sich in: a) Lit. [2-4]; b) D. L. Beene, G. S. Brandt,
W. Zhong, N. M. Zacharias, H. A. Lester, D. A. Dougherty,
Biochemistry 2002, 41, 10262 —-10269.
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ein quartires Ammonium-Ion (263 Strukturen) oder eine ter-
tidre (1024 Strukturen) oder sekundidre (1594 Strukturen)
Amino-Funktion innerhalb des Liganden enthielten, zusammen
mit den zugehorigen aktiven Zentren heruntergeladen und
durchgesehen. Die graphischen Darstellungen wurden mithilfe
des Software-Paketes UCSF Chimera vom Computer Graphics
Laboratory, University of California, San Francisco, (unterstiitzt
durch NIH P41RR-01081) erstellt. http://www.cgl.ucsf.edu/chi-
mera; E. F. Pettersen, T. D. Goddard, C. C. Huang, G. S. Couch,
D. M. Greenblatt, E. C. Meng, T. E. Ferrin, J. Comput. Chem.
2004, 25, 1605-1612.

[16] J. Min, Y. Zhang, R.-M. Xu, Genes Dev. 2003, 17, 1823 -1828.
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grenze fiir den Abstand d zwischen dem Ammonium-N-Atom
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