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Thermodynamisches Inhibitionsprofil eines Cyclopentyl- und
eines Cyclohexylderivats gegen�ber Thrombin:
gleich, jedoch aus unterschiedlichem Grund**
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In der modernen Wirkstoffforschung werden erfolgverspre-
chende Leitstrukturen durch systematische Variationen von
funktionellen Gruppen oder Seitenketten um ein Zentral-
fragment optimiert. Liegt eine Kristallstruktur des Protein-
Ligand-Komplexes vor, kann diese unterst#tzend zu diesem
Prozess herangezogen werden. Dadurch kann mit struktur-
basierter Information die Auswahl der darauffolgenden Va-
riationen der Leitstruktur getroffen werden. F#r diesen
Schritt greift man gerne auf einige Regeln zur#ck, die ein
Absch*tzen von Einzelgruppenbeitr*gen zur Bindung er-
m-glichen. Diese Regeln erm-glichen eine grobe Absch*t-
zung, wie groß der Anteil eines bestimmten Ligandfragments
zur Affinit*t bei dessen Einf#hrung in die Leitstruktur aus-
fallen sollte.[1–3] So betr*gt der Einzelbeitrag einer Methy-
leneinheit ca. 3–4 kJmol�1 zur freien Enthalpie,[1, 2] sodass bei
einer schrittweisen Erweiterung einer Seitenkette um eine
Methyleneinheit eine ansteigende Bindungsaffinit*t um
diesen Betrag erwartet wird, sofern das Zielprotein die Er-
weiterung der Seitenkette toleriert.

Voraussetzung f#r einen stetigen Anstieg der Affinit*t
durch hydrophobe Bindung pro hinzugef#gter Methylenein-
heit ist der gleiche Bindungsmodus f#r alle Vertreter der
Ligandenserie im Komplex mit dem Protein. Zur 8berpr#-
fung dieses Prinzips haben wir ein homologes Paar von
Thrombin-Inhibitoren (1a und 1b) untersucht, die sich durch
eine Methyleneinheit in einem Cycloalkylrest zum Ausf#llen
der S3/S4-Spezifit*tstasche unterscheiden (Schema 1). Beim
Entwurf dieser Verbindungen orientierten wir uns an dem
strukturell charakterisierten Bindungsmodus von Melagatran
(2) imKomplex mit Thrombin, in dem die S3/S4-Tasche durch
einen Cyclohexylring ausgef#llt wird.[4] Wir haben einen

Cyclohexylrest und einen um eine Methyleneinheit kleineren
Cyclopentylrest zum Ausf#llen der S3/S4-Spezifit*tstasche
verwendet.

Die Synthese der Verbindungen 1a und 1b wird an an-
derer Stelle beschrieben.[5] Die Inhibitionskonstanten im
Komplex mit Thrombin wurden mithilfe eines photometri-
schen Kinetikassays bestimmt.[6] Beide Inhibitoren zeigen
#berraschenderweise nahezu gleiche Bindungsaffinit*t zu
Thrombin. Entgegen der oben vorgestellten Annahme be-
wirkt die zus*tzlich eingef#hrte CH2-Gruppe keine Verbes-
serung der Affinit*t um 3–4 kJmol�1 von 1b im Vergleich zu
1a (Tabelle 1). Zum besseren Verst*ndnis dieses zun*chst
#berraschenden Ergebnisses haben wir R-ntgenstrukturen
beider Derivate in Komplex mit Thrombin bestimmt (Ab-
bildung 1). Die Differenzelektronendichte belegt eindeutig
den erwarteten Bindungsmodus f#r das Cyclopentylderivat.
Insbesondere der Bereich des f#nfgliedrigen Rings ist durch
die experimentell bestimmte Elektronendichte gut definiert.

Schema 1. Strukturformeln der Derivate 1a und 1b, die durch isother-
me Titrationskalorimetrie, R$ntgenstrukturanalyse und MD-Simulatio-
nen untersucht wurden. Zum Vergleich die Formel von Melagatran (2).

Tabelle 1: Bindungskonstanten Kb und thermodynamische Daten (be-
stimmt durch isotherme Titrationskalorimetrie) f/r 1a und 1b.[a]

Ligand Kb

[106Lmol�1]
DG8
[kJmol�1]

DH8
[kJmol�1]

�TDS8
[kJmol�1]

1a 1.54 �35.40 �16.88 �18.52
�0.41 �0.55 �0.58 �0.56

1b 2.18 �36.16 �10.50 �25.66
�0.62 �0.58 �0.28 �0.43

[a] Alle Messungen wurden bei 298 K durchgef/hrt.
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Demgegen#ber zeigt das Cyclohexylderivat f#r den sechs-
gliedrigen Ring keine Elektronendichte im Bereich der S3/
S4-Spezifit*tstasche von Thrombin. Der #brige Teil des Li-
ganden 1b kann eindeutig in der Elektronendichte erkannt
werden und zeigt einen zu 1a analogen Bindungsmodus.

Da sich die Elektronendichte als gemitteltes Beugungs-
bild aller Molek#le im Kristallgitter ergibt, kann hier keine
klare Zuordnung zu einer bzw. einiger weniger Konforma-
tionen oder Konfigurationen getroffen werden, sodass davon
auszugehen ist, dass entweder im Raum verstreut multiple
Anordnungen des Rings vorliegen oder eine dynamische
Restmobilit*t des Cyclohexylringes auftritt. Beide Situatio-
nen f#hren zu unregelm*ßig verteilten Atomanordnungen im
Kristall und liefern keinen konstruktiven Beitrag zum Beu-
gungsbild, sodass dort keine Elektronendichte zu beobachten
ist.

Das unterschiedliche Bindungsverhalten von 1a und 1b
wurde weiterhin durch isotherme Titrationskalorimetrie
(ITC) charakterisiert.[7] Die Bestimmung der freien Enthalpie

liefert ein nahezu gleiches Ergebnis f#r 1a und 1b (Tabelle 1),
es k-nnen aber deutliche Unterschiede in der Aufspaltung
der freien Enthalpie in enthalpische und entropische Beitr*ge
beobachtet werden: F#r das Cyclopentylderivat zeigen Bin-
dungsenthalpie (DH) und Entropie (�TDS) nahezu gleiche
Werte. Die freie Enthalpie (DG) des Cyclohexylderivats wird
dagegen vom entropischen Bindungsbeitrag dominiert, dem-
zufolge liegt ein geringerer enthalpischer Beitrag vor (Ta-
belle 1).

Unter Annahme einer gewissen Restmobilit*t des Cyclo-
hexylrings im gebundenen Zustand im Protein bzw. einer
Streuung #ber mehrere Bindungsmodi f#r diesen Ligandteil
wird das unterschiedliche thermodynamische Verhalten im
Hinblick auf die enthalpischen und entropischen Beitr*ge zur
freien Enthalpie der beiden Liganden erkl*rbar und deckt
sich mit den Resultaten der R-ntgenstrukturanalyse. Das
Cyclohexylderivat ist im Vergleich zum Cyclopentylderivat
entropisch beg#nstigt, da durch die Bindung an Thrombin
nicht so viele konformative Freiheitsgrade verloren gehen.

Um die sehr unterschiedlichen Mobilit*ten der Cycloal-
kylseitenketten von 1b und 1a zu untersuchen, haben wir
Molek#ldynamiksimulationen der Protein-Ligand-Komplexe
durchgef#hrt.[9] Die Analyse der erhaltenen Trajektorien, die
#ber eine Zeitspanne von einer 1 ns gesammelt wurden, zeigt
betr*chtliche Unterschiede. In den Abbildungen 2 und 3a,b
sind die Abst*nde zwischen dem Ligandatom C11 des Cyc-
lopentylrings und dem ProteinatomCD1 von Leu99 und CG1
von Ile174 gezeigt. Demnach wechselt der Abstand syste-
matisch zwischen 4 und 6.5 F. Dieses Verhalten verweist auf
eine Sprungrotation des Cyclopentylrings. Es erfolgt eine
1808-Drehung um die Bindung zwischen N3 und dem ersten
Kohlenstoffatom des f#nfgliedrigen Rings. Die vergleichba-
ren Abst*nde des Cyclohexylrings von 1b zwischen den
flankierenden Aminos*ureresten und dem Ligandatom C11
zeigen dagegen ein anderes Verhalten (Abbildungen 2 und
3a,b): Der eine Abstand (C11–CG1) verbleibt w*hrend der
ganzen Zeit oberhalb von 5 F, und der gegen#berliegende
zweite Abstand (C11–CD1) fluktuiert ungleichm*ßig zwi-
schen 4.5 und 7 F. Dies unterstreicht die h-hereMobilit*t des
sechsgliedrigen Rings innerhalb der S3/S4-Spezifit*tstasche.
Eine genaue Betrachtung des Abstands zwischen Ligandatom
N3 und der Carbonylgruppe der benachbarten Aminos*ure
Gly216 erm-glicht weitere R#ckschl#sse (Abbildung 3c).
F#r Verbindung 1a zeigt sich entlang der gesamten Trajek-
torie ein Abstand #ber 5 F. Eine Wasserstoffbr#cke wird
somit nicht gebildet. F#r das Cyclohexylderivat kommt es
tempor*r zu Abst*nden zwischen dem Ligandatom N3 und
Gly216CO, die auf eineWasserstoffbr#ckenbildung schließen
lassen. Diese Beobachtung unterstreicht weiter die erh-hte
Restmobilit*t des Cyclohexylrings inner- und außerhalb der
S3/S4-Spezifit*tstasche von Thrombin. DieMD-Simulationen
untermauern somit die experimentell durch ITC und R-nt-
genstrukturanalyse erhaltenen Ergebnisse f#r 1a und 1b.

Die Sprungrotation des f#nfgliedrigen Ringes in der S3/
S4-Spezifit*tstasche ist im Einklang mit der gut definierten
Elektronendichte f#r diesen Komplex. Der Teil des Ligan-
denger#sts wechselt zwischen zwei geometrisch identischen
Anordnungen des Kohlenstoffger#sts. Die beiden Positionen
des Rings f#hren zu einer gut definierten Elektronendichte.

Abbildung 1. Fo-Fc-Differenzelektronendichte des Cyclopentylderivats
1a (oben) und des Cyclohexylderivats 1b (unten) in der Bindetasche
von Thrombin. Die Differenzelektronendichte ist bei einem Konturni-
veau von 2s gezeigt. F/r den f/nfgliedrigen Ring von 1a kann eine gut
definierte Elektronendichte erhalten werden, eine Positionsbestim-
mung des sechsgliedrigen Rings von 1b gelingt dagegen nicht. Dies
kann auf eine RestmobilitBt oder Verteilung /ber multiple statische
Konfigurationen dieses Ligandenteils zur/ckgef/hrt werden. Die l$-
sungsmittelzugBngliche OberflBche von Thrombin ist in Blau darge-
stellt.
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Ein *hnliches Verhalten zeigt z.B. die Kristallstruktur von
Benzol: Dort kommt es zu einer gut definierten Elektro-
nendichte des aromatischen Rings trotz schneller Rotationen
um die sechsz*hlige Drehachse.[10, 11]

Im Vergleich zum freien Zustand des Liganden in L-sung
kommt es bei einer Komplexbildung zum Verlust von mole-
kularen Freiheitsgraden, trotz der bestehenden Sprungrota-
tion. Der Cyclohexylring von 1b zeigt hingegen eine h-here
Restmobilit*t als der Cyclopentylring, die sich in einer un-
korrelierten Bewegung in und aus der S3/S4-Tasche doku-
mentiert. Die kurzzeitige Bildung einer Wasserstoffbr#cke im
Komplex tr*gt nicht wesentlich zur Bindungsaffinit*t bei, da
die H-Br#cke stark zum umgebenden L-sungsmittel expo-
niert wird. Die bestehende Restmobilit*t f#r 1b ist jedoch
entropisch beg#nstigt: Bei der Komplexbildung m#ssen im
Vergleich zu 1a nicht so viele Freiheitsgrade aufgegeben
werden.

Was k-nnen wir aus diesem Beispiel lernen? Liganden
werden #blicherweise durch geringe Strukturvariationen
schrittweise optimiert. Das Erweitern von Ligandgruppen soll
eine Affinit*tssteigerung erzielen, z.B. von 3–4 kJmol�1 beim
Austausch eines f#nf- gegen einen sechsgliedrigen Ring.[1,2]

Selbst sehr *hnliche Liganden k-nnen sehr unterschiedliches
Bindungsverhalten aufzeigen, was das Aufstellen einer sim-
plen Struktur-Wirkungs-Beziehung erschwert.

In unserem Beispiel nimmt der f#nfgliedrige Ring zwei
definierte Positionen in der S3/S4-Spezifit*tstasche von
Thrombin ein, die ihm gute enthalpische Bindungsbeitr*ge
erm-glichen. In einem solchen Fall sollte eine Vergr-ßerung
der hydrophoben Oberfl*che zu einer Verbesserung der
Bindungsaffinit*t f#hren. Das Cyclohexylderivat zeigt jedoch
f#r den hydrophoben Ligandteil eine h-here Restmobilit*t.
Demzufolge k-nnen in der S3/S4-Tasche nicht die erwarteten
guten hydrophoben Wechselwirkungen gebildet werden.
Dieses #berraschende Bindungsverhalten sollte somit keinen
Vorteil durch Erweiterung der hydrophoben Oberfl*che im
Hinblick auf die Bindungsaffinit*t liefern.

Beim Vergleich der freien Enthalpien der beiden Ver-
bindungen sind nahezu keine Unterschiede festzustellen. Der
Verlust enthalpischer Bindungsbeitr*ge wird aber dank en-
tropisch g#nstiger Bindungsbeitr*ge kompensiert.[12] Es fragt
sich, ob das unterschiedliche Bindungsverhalten von 1a und
1b rein auf einen Solvatationseffekt zur#ckzuf#hren ist, denn

Abbildung 2. Darstellung der Bindungsmodi f/r das Cyclopentylderivat
1a (oben) und das Cyclohexylderivat 1b. Die AbstBnde, die in den Mo-
lek/ldynamiksimulationen aufgezeichnet wurden und in Abbildung 3
gezeigt sind, sind als gestrichelte Linien dargestellt.

Abbildung 3. Bestimmung ausgewBhlter AbstBnde [K], die wBhrend der
MD-Simulation f/r die Komplexe des Cyclopentylderivats 1a (links)
und des Cyclohexylderivats 1b (rechts) detektiert wurden. Waagrechte
Achsen: t [ps]. Folgende AbstBnde sind dargestellt: a) C11 zu CD1 von
Leu99, b) C11 zu CG1 von Ile174, c) N3 zu Gly216CO.
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f#r reines Cyclopentan und Cyclohexan wurden nahezu
identische freie Hydrationsenthalpien bestimmt.[13] Wir
schließen diese Erkl*rung aus, da sie nicht das unterschied-
liche Verhalten in den R-ntgenstrukturanalysen und den
MD-Simulationen deuten kann.Weiterf#hrende Rechnungen
mit neueren Methoden, die in der Lage sind, Entropie*nde-
rungen bei Komplexbildung in Konformations- und Vibrati-
onsbeitr*ge aufzuteilen, sollen aufgegriffen werden, um eine
genauere Analyse der thermodynamischen Daten vorzuneh-
men.[14]

Das vorliegende Beispiel von zwei Liganden mit mini-
malem Unterschied in ihrer Molek#lstruktur unterstreicht,
dass das Bindungsverhalten von kleinen Liganden an Pro-
teine ein komplexes Zusammenspiel von Struktur und Dy-
namik darstellt. Weiterhin wird deutlich, dass eine auf den
ersten Blick trivial erscheinende Struktur-Wirkungs-Bezie-
hung nicht unbedingt den simplen Annahmen folgt. Zu einer
*hnlichen Schlussfolgerung kommen auch Krishnamurthy
et al. bei der Untersuchung einer Serie para-substituierter
Sulfonamide im Komplex mit Carboanhydrase II. Die Auto-
ren unterstreichen ebenfalls, dass Wechselwirkungen und die
zugrunde liegenden biophysikalischen Ph*nomene zwischen
Proteinen und niedermolekularen Liganden bisher nur un-
zureichend verstanden sind.[15]
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