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Wirksame Liganden f�r Faktor Xa haben �blicherweise einen
mehr oder weniger pr�organisierten Kern mit zwei Vektoren
in nahezu orthogonaler Anordnung, welche die S1- und S4-
Taschen im aktiven Zentrum des Enzyms f�llen.[1, 2] In fr�hen
Arbeiten wurde die S1-Tasche zumeist von einem aromati-
schen Ring mit einem basischen Substituenten, z. B. einem
Phenylamidiniumrest, besetzt, der in protonierter Form Io-
nenpaar-Wechselwirkungen mit der Seitenkette von Asp189
am Boden der S1-Tasche eingeht (Abbildung 1). In neueren
Untersuchungen[3] wurden neutrale, bei oraler Verabreichung
besser bioverf�gbare Chloraryl- oder Chlorheteroarylsubsti-
tuenten als S1-Vektoren verwendet, die eine nahezu ortho-
gonale dipolare C-Cl···C-O(H)-Wechselwirkung[4] mit der
ebenfalls am Boden der Tasche befindlichen Seitenkette von
Tyr228 eingehen. Die S4-Tasche bildet einen aromatischen
Kasten, der von den Trp215-, Tyr99- und Phe174-Seitenketten
begrenzt wird. Zahlreiche hochpotente Inhibitoren f�llen
diese Tasche mit basischen Aminresten, die in protonierter
Form wirksame Kation-p-Wechselwirkungen eingehen.[5,6]

Durch Vergleich der Bindungsaffinit�t des quatern�ren Am-
moniumions (� )-1 (Inhibitionskonstante Ki = 280 nm ; Ab-
bildung 1) mit derjenigen des tert-Butylderivats (� )-2 (Ki =

29000 nm) quantifizierten wir den inkrementellen Beitrag der
Kation-p-Wechselwirkung von (� )-1 in der S4-Tasche von
Faktor Xa zur freien Bindungsenthalpie als DDG = 2.8 kcal
mol�1, ungef�hr 0.9 kcalmol�1 pro aromatischen Ring.[7] Zur
n�heren Untersuchung dieser Wechselwirkungen haben wir
nun unser Ligandensystem modifiziert: Unter Beibehaltung
des zentralen tricyclischen Ger�stes und der Alkylammoni-
umkette zum F�llen der S4-Tasche wurde der Phenylamidi-
niumrest in (� )-1 durch einen Chlorarylrest ersetzt, der die

S1-Tasche f�llt und mit der Seitenkette von Tyr228 am Boden
der Tasche wechselwirkt. Wir berichten hier, dass diese Sub-
stitution zu hochwirksamen Faktor-Xa-Inhibitoren f�hrt, was
eine genaue Quantifizierung des Effekts der N-Alkylierung
auf die St�rke der Kation-p-Wechselwirkung erm�glicht.

Eine Recherche in der Proteindatenbank (PDB) nach
kurzen C-Cl···C-O(H)-Kontakten (< 4 �) in der S1-Tasche
von Faktor Xa mithilfe von Relibase[8] lieferte 46 Treffer
(Abbildung SI1 in den Hintergrundinformationen). Dabei
lagen die C···Cl-Abst�nde zwischen 2.9 und 3.9 � und die
Cl···C-O(H)-Winkel zwischen 60 und 778. Mithilfe von Mo-
dellrechnungen unter Verwendung des Programms
MOLOC[9] wurden m�gliche neue Liganden in das aktive
Zentrum von Faktor Xa aus der Cokristallstruktur mit ent-1
(PDB-Code: 2BOK) eingedockt. Dabei zeigte sich, dass die
neutrale Chlorthiophenylnadel des 3aS,4R,8aS,8bR-konfigu-
rierten Enantiomers von (� )-3 genau in die S1-Tasche passen
w�rde, wobei es zu einem dipolaren Kontakt mit Tyr228
kommen sollte, und zwar mit �hnlicher Geometrie wie bei
den in der PDB-Recherche gefundenen Kontakten.[3b]

Abbildung 1. Aktives Zentrum von Faktor Xa im Komplex mit dem
3aS,4R,8aS,8bR-konfigurierten Enantiomer (ent-1) von (� )-1. Gem�ß
Cokristall-R�ntgenstrukturanalyse wird nur dieses Enantiomer des
endo,trans-konfigurierten Cycloaddukts gebunden.[7] Exo und endo be-
ziehen sich auf die Orientierung des Substituenten an C(4) bez�glich
des bicyclischen Perhydropyrrolo[3,4-c]pyrrol-Ger�sts, cis and trans auf
die Position dieses Substituenten bez�glich der Konfiguration von
C(8a) an der Verkn�pfungsstelle der beiden F�nfringe im Perhydro-
pyrrolizidin-Bicyclus.
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Die kurze Synthese des endo,trans-konfigurierten Ligan-
den (� )-3 verl�uft �ber eine 1,3-dipolare Cycloaddition[10]

von Maleinimid 4 an das aus l-Prolin (5) und Aldehyd 6[11]

erhaltene Azomethin-Ylid unter Bildung von (� )-7, gefolgt
von einer nucleophilen Substitution mit Me3N (Schema 1;
siehe Hintergrundinformationen).

Die Bindungsaffinit�t von (� )-3 gegen�ber Faktor Xa ist
mit einem Ki-Wert im einstelligen nanomolaren Bereich
(9 nm) wesentlich h�her als diejenige des Phenylamidinium-
derivats (� )-1 (Schema 1). Kation-p-Wechselwirkungen in
der S4-Tasche sind hochwirksam, wie der Vergleich des On-
iumions (� )-3 mit dem tert-Butylderivat (� )-8 (Ki = 550 nm)
zeigt. Aus der gemessenen Differenz der Bindungsaffinit�ten
[Ki((�)-8)/Ki((�)-3) = 61; DDG = 2.5 kcalmol�1] l�sst sich in
guter �bereinstimmung mit vorherigen Befunden[5, 7, 12] f�r die
Kation-p-Wechselwirkung pro aromatischen Ring ein Wert
von ungef�hr 0.8 kcalmol�1 ermitteln (f�r die weniger aktiven
exo,trans-Liganden siehe Hintergrundinformationen).

Die Kristallstruktur von (� )-3 im Komplex mit Faktor Xa
wurde mit einer Aufl�sung von 1.25 � gel�st (PDB-Code:
2JKH; siehe Hintergrundinformationen). Die Analyse be-
st�tigte, dass wie im Fall von (� )-1 ausschließlich das
3aS,4R,8aS,8bR-konfigurierte Enantiomer (ent-3) am aktiven
Zentrum bindet (Abbildung 2). In Einklang mit den Model-
lierungsstudien dirigiert das tricyclische Ger�st den Chlor-
thiophenylrest in die S1-Tasche, wo er dipolare Wechselwir-
kungen mit der Seitenkette von Tyr228 [d(Cl···C(OH)) =

3.6 �, a(Cl···C-O(H)) = 678] eingeht. Das quatern�re Am-

moniumion bindet in der S4-Tasche im Zentrum des durch die
Seitenketten von Trp215, Phe174 und Tyr99 gebildeten aro-
matischen Kastens. Die Abst�nde zwischen dem N+-Zentrum
und den n�chstgelegenen aromatischen C-Atomen [d(N···C-
Trp215) = 4.3 �; d(N···C-Phe174) = 4.7 �; d(N···C-Tyr99) =

4.8 �; Abbildung 2b] entsprechen denjenigen, die im Kom-
plex von ent-1 mit Faktor Xa beobachtet wurden.[7]

In den Cokristallstrukturen von Faktor Xa mit ent-1 und
ent-3 nimmt das Protein eine sehr �hnliche Konformation ein;
dies trifft auch auf das im aromatischen Kasten der S4-Tasche
eingelagerte quatern�re Ammoniumzentrum zu (Abbil-
dung SI4 in den Hintergrundinformationen). Dagegen wird
das starre, zentrale tricyclische Ger�st stark umpositioniert,
damit einerseits der Phenylamidiniumrest von ent-1 mit der
Asp189-Seitenkette und andererseits der Chlorthiophenylrest
von ent-3 mit der Tyr228-Seitenkette wechselwirken kann.
Dabei verschieben sich Atome des tricyclischen Ger�sts um
bis zu 6 � in den beiden Kristallstrukturen (Abbildung SI5 in
den Hintergrundinformationen). Die bicyclische Nadel in ent-

Schema 1. Synthese des Inhibitors (� )-3 (gezeigt ist das aktive Enan-
tiomer). a) MeCN, 80 8C, 5%; b) Me3N (4.2m in EtOH), EtOH, 20 8C,
93%. Die gemessenen biologischen Aktivit�ten (Ki-Werte) der Inhibito-
ren (� )-3 und (� )-8 gegen�ber Faktor Xa (FXa) und Thrombin (Thr)
sind ebenfalls angegeben. (Bestimmung der Ki-Werte und Synthese
von (� )-8: siehe Hintergrundinformationen.)

Abbildung 2. a) �ber Cokristall-R�ntgenstrukturanalyse bestimmter
Bindungsmodus des Inhibitors (3aS,4R,8aS,8bR)-3 im aktiven Zentrum
von Faktor Xa (rot O, blau N, gelb S, hellgr�n Cl, gr�n CLigand, grau
CProtein) (PDB-Code: 2JKH). b) Kleinste Abst�nde (�) zwischen dem N+-
Zentrum und den C-Atomen des aromatischen Kastens in der S4-
Tasche.
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3 geht wirksame p-Stapelwechselwirkungen mit den sie um-
gebenden, flachen und hoch polarisierbaren W�nden der S1-
Tasche ein, die auf der einen Seite vom Peptidr�ckgrat von
Gly216-Trp215 und auf der anderen vom Peptidr�ckgrat von
Gln192-Cys191-Ala190 gebildet werden (Abbildung SI6 in
den Hintergrundinformationen). In Einklang mit den Mo-
dellierungsversuchen kommt es bei dieser Stapelung zu
mehreren kurzen dipolaren Kontakten, z.B. SThiophen···
C=OGly216 [d(S···C) = 3.6 �, a(S···C=O) = 898], die sicher
st�rker zur hohen Bindungsaffinit�t beitragen als die dipolare
C-Cl···C-O(H)-Wechselwirkung am Boden der S1-Tasche.[13]

Wir untersuchten zuerst die optimale L�nge der n-Al-
kylkette, die das Me3N

+-Kation mit dem tricyclischen Imid
verbindet. W�hrend die Komplexierung von (� )-3 (mit einer
C3-Kette) und (� )-9 (mit einer C4-Kette) gleich wirksam ist
(Ki = 9 nm), bindet der Ligand (� )-10 mit einer C5-Kette
wesentlich schw�cher (Ki = 146 nm ; Abbildung 3). Eine opti-

male Bindung des Kations erfordert seine pr�zise Positio-
nierung im Zentrum des aromatischen Kastens, wobei das N+-
Zentrum in der N�he der durch die Zentroide der aromati-
schen Ringe verlaufenden Senkrechten liegen sollte. Diese
Anordnung ist im Fall von (� )-3 und (� )-9 leicht m�glich,
w�hrend sie im Fall von (� )-10 nur unter Aufwendung von
gauche-Spannung in der Kette erreicht wird.

Der aromatische Kasten kann auch mit gr�ßeren quater-
n�ren Ammoniumionen gef�llt werden. So werden f�r die
Liganden (� )-11 (Ethyldimethylammonium), (� )-12 (N-
Methylpiperidinium) und (� )-13 (Chinuclidinium) hohe
Bindungsaffinit�ten mit Ki-Werten zwischen 5 und 12 nm
gemessen. Die Einf�hrung des flacheren Pyridiniumrestes[14]

((� )-14, Ki = 30 nm) reduziert die Bindungskraft, und mo-
noquaternisiertes DABCO (1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan)
bindet ebenfalls weniger stark ((� )-15, Ki = 50 nm). Einige
dieser eher geringen Unterschiede k�nnten allerdings auch
von ver�nderter Hydrophobie der Liganden herr�hren; die
berechneten logarithmischen Verteilungskoeffizienten (clgD)
sind in Abbildung 3 angegeben.

Ein wichtiger Befund ist die ausgepr�gte Abh�ngigkeit
der St�rke der Kation-p-Wechselwirkung vom Ausmaß der
N-Methylierung des terminalen Amins. In ihren Untersu-
chungen der Kation-p-Wechselwirkungen zwischen unter-
schiedlich N-methylierten Lysin-Seitenketten und dem In-
dolring eines Tryptophans in einem b-Haarnadelpeptid
fanden Waters und Mitarbeiter[15] eine Verst�rkung der
Wechselwirkung um 0.2–0.3 kcalmol�1 f�r jede zus�tzliche N-
Methylgruppe. Wir stellten das prim�re Amin (� )-16, das
sekund�re Amin (� )-17 und das terti�re Amin (� )-18 her,
die unter den Bedingungen des biologischen Assays bei
pH 7.8 jeweils vollst�ndig protoniert sind, und verglichen ihre
Aktivit�t mit der von (� )-3.

Das prim�re Ammoniumion (� )-16 ist ein schlechter
Ligand (Ki = 9800 nm, lgD =�0.04; seine Bindungsaffinit�t
gegen Faktor Xa ist viel geringer als die des tert-Butylderi-
vates (� )-8 (Ki = 550 nm). Mit jeder zus�tzlichen Methyl-
gruppe steigt die Bindungsaffinit�t, wobei auch das sekund�re
Ammoniumion (� )-17 nur ein m�ßig gut bindender Ligand
ist (Ki = 911 nm). Eine starke Erh�hung der Bindungsaffinit�t
wird beim �bergang zum terti�ren Ammoniumion (� )-18
(Ki = 56 nm, lgD = 0.77) und weiter zum quatern�ren Am-
moniumion (� )-3 (Ki = 9 nm, lgD =�1.46) gemessen. Im Fall
der prim�ren und sekund�ren Ammoniumionen m�ssen bei
der Einlagerung in den aromatischen Kasten drei ((� )-16)
respektive zwei N+H-Reste ((� )-17) desolvatisiert werden,
was nicht durch den Gewinn an Kation-p-Wechselwirkung
kompensiert wird. Die viel st�rkere Bindung des terti�ren
Ammoniumions (� )-18 ist in Einklang mit den Ergebnissen
unserer vorherigen PDB-Recherche:[7] W�hrend die drei
Alkylreste g�nstige C-H···p-Wechselwirkungen im aromati-
schen Kasten eingehen, ragt der N+H-Rest aus diesem heraus
und wird wahrscheinlich durch ein oder mehrere Wassermo-
lek�le solvatisiert, die wiederum �ber Wasserstoffbr�cken an
das Protein gebunden sind. Im Durchschnitt fanden wir bei
unserer Untersuchung f�r jede zus�tzliche N-Methylierung
einen Gewinn an freier Bindungsenthalpie von DDG = 1.2–
1.8 kcalmol�1. Dies entspricht einem Wert von DDG = 0.4–
0.6 kcalmol�1 pro aromatischen Ring. Wenngleich �nderun-
gen in der Lipophilie als Folge der N-Methylierungen si-
cherlich einen Beitrag zur verst�rkten Bindungsaffinit�t
leisten, ist dieser den clgD-Daten zufolge (Abbildung 3) doch
eher gering.

Wir haben die Kation-p-Wechselwirkung im Komplex
von Faktor Xa mit (� )-3 zu DDG = 2.5 kcalmol�1 bestimmt,
was einer Wechselwirkungsenergie von ca. 0.8 kcalmol�1 pro

Abbildung 3. Bindungsaktivit�ten verschiedener Liganden gegen den
Faktor Xa. Ebenfalls gezeigt sind die clgD-Werte (berechnete logarith-
mische Koeffizienten f�r die Verteilung einer Verbindung zwischen Oc-
tanol und Wasser bei pH 7.4); f�r (� )-3, (� )-16 und (� )-18 sind auch
experimentell bestimmte lgD-Werte angegeben. Zum Vergleich sind in
Tabelle SI1 der Hintergrundinformationen die Selektivit�ten der Bin-
dung an Thrombin aufgef�hrt.
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aromatischen Ring entspricht. Ein Vergleich der Cokristall-
R�ntgenstrukturanalysen ergab, dass das starre tricyclische
Ger�st im Komplex von ent-3 im Vergleich zur Einlage-
rungsgeometrie im Komplex von (� )-1 einer starken Um-
positionierung im aktiven Zentrum unterliegt. Durch stu-
fenweise N-Methylierung, entsprechend dem �bergang vom
prim�ren Ammoniumion (� )-16 zum quatern�ren Oniumion
(� )-3, erh�ht sich die Bindungsaffinit�t um den Faktor 1000
(DDG = 4.3 kcalmol�1), was einem freien Bindungsenthalpie-
Inkrement von DDG = 1.2–1.8 kcalmol�1 pro Methylierung
entspricht. Insbesondere wegen der schwachen Bindung des
prim�ren Ammoniumions (� )-16 halten wir die in der Lite-
ratur vorgeschlagenen Kation-p-Wechselwirkungen zwischen
den Seitenketten von Lys und Trp f�r vernachl�ssigbar.[16]

Lys- und Trp-Reste interagieren bevorzugt �ber C-H···p-
Wechselwirkungen zwischen ihren Seitenketten. Solche
Wechselwirkungen werden durch den elektronenziehenden
Effekt des terminalen prim�ren Ammoniumions verst�rkt,
das sich h�chstwahrscheinlich von der Indoloberfl�che ab-
wendet, um von einer besseren Solvatisierung zu profitie-
ren.[15]
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