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Seitdem Pasteur das Prinzip der Chiralit�t und seine Aus-
wirkungen auf Wechselwirkungen in biologischen Systemen
entdeckt hat,[1] wird die Rolle chiraler Wirkstoffe intensiv
untersucht. Der am h�ufigsten beobachtete Fall ist der, dass
nur ein Enantiomer eines racemischen Gemisches an einen
biologischen Rezeptor bindet, w�hrend das andere als „iso-
merer Ballast“ angesehen werden kann (Abbildung 1 a). Es
gibt aber auch F�lle, in denen das andere Enantiomer ein
unterschiedliches Verhalten zeigt, das von agonistischer oder
antagonistischer Bindung zum gleichen Rezeptor bis hin zur
Wechselwirkung mit anderen biologischen Zielproteinen
reicht. Dies kann zu kooperativen, Neben- oder sogar ge-
gens�tzlichen Effekten f�hren.[2] Konsequenterweise verlan-
gen gesetzliche Vorschriften, dass nur enantiomerenreine
Medikamente auf den Markt gebracht werden d�rfen.[3,4]

W�hrend die letzten Schritte des Entwicklungsprozesses
eines Medikaments also definitiv einen enantiomerenreinen
Wirkstoff zum Ziel haben m�ssen, werden racemische Mi-

schungen noch immer bevorzugt beim prim�ren Screening
eingesetzt. Dies liegt haupts�chlich darin begr�ndet, dass es
einerseits einen betr�chtlichen Aufwand erfordert, enantio-
merenreine Verbindungen herzustellen, und es andererseits
bei pragmatischer Betrachtungsweise als Vorteil angesehen
werden kann, gleichzeitig zwei Substanzen in einem Experi-
ment auf ihre biologische Wirkung hin zu testen.[5] Wird bei
einem In-vitro-Screening mit einem definierten Zielprotein
f�r ein Racemat Aktivit�t gefunden, so erm�glicht die iso-
therme Titrationskalorimetrie (ITC) oder eine Cokristallisa-
tion mit dem Racemat die Bestimmung der Bindungseigen-
schaften der beiden Enantiomere.[6] Unseres Wissens haben
derartige Experimente bisher immer zu dem Schluss gef�hrt,
dass nur ein einziges Enantiomer im Proteinrezeptor vor-
handen ist. In seltenen F�llen konnte gezeigt werden, dass
beide Enantiomere jeweils einzeln in der Bindungstasche
binden k�nnen, aber niemals zur gleichen Zeit (Abbil-
dung 1b).[7] Hier berichten wir �ber einen zuvor noch nicht
beobachteten Fall von chiraler Erkennung: Wir stellen die
erste Kristallstruktur eines Proteins vor, in dessen aktivem
Zentrum beide Enantiomere eines Liganden gleichzeitig ge-
bunden sind. Damit zeigen wir ein neuartiges Verhalten von
Enantiomeren, das große Bedeutung f�r die Wirkstoffsuche
haben k�nnte (Abbildung 1c).

Abbildung 1. Drei Arten der Erkennung von chiralen Wirkstoffen durch
einen Proteinrezeptor: a) Das Zielprotein bindet selektiv nur ein Enan-
tiomer einer racemischen Mischung; b) die Proteinbindungstasche ist
in der Lage, jedes Enantiomer jeweils einzeln aufzunehmen; c) die Bin-
dungstasche des Proteins kann beide Enantiomere gleichzeitig binden.
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Im Zuge unserer j�ngsten Untersuchungen zur Rolle des
homodimeren PhzA/B-Enzyms aus Burkholderia cepacia
R18194 in der Biosynthese von Phenazinen[8] haben wir eine
Reihe von achiralen Liganden synthetisiert, die an das Pro-
tein banden. Kristallstrukturen der Protein/Ligand-Komplexe
wiesen auf zus�tzliche Wechselwirkungsstellen hin, die mit
geeigneten chiralen Verbindungen angesprochen werden
k�nnten. In der Tat zeigte sich, dass sich nur ein Enantiomer
im aktiven Zentrum befand, wenn PhzA/B-Kristalle mit
racemischen Mischungen dieser verbesserten Liganden in-
kubiert wurden. Diese Verbindungen imitieren ein Interme-
diat der vom Enzym katalysierten zweifachen Kondensati-
onsreaktion. Ihre Bindung ist durch polare Wechselwirkun-
gen ihrer Carboxylatgruppen mit dem von Y120/Q147/R160*
(* zeigt das zweite Monomer an) gebildeten Motiv und mit
R41/S77 sowie einer Wasserstoffbr�cke zwischen dem kata-
lytischen Rest E140 und dem Anilin-N-Atom charakterisiert
(Abbildung 2a).

�berraschend verhielt sich die Verbindung rac-1 – obwohl
von �hnlicher Gr�ße und funktioneller Ausstattung – jedoch
ganz anders: Die Kristallstrukturanalyse zeigte, dass die
aktive Tasche in diesem Fall zwei wechselwirkende Ligan-

denmolek�le mit entgegengesetzter Chiralit�t enth�lt ((R)-1
und (S)-1; Abbildung 2b). Die beiden Molek�le binden in
einer Orientierung, die sich von jener aller bisher unter-
suchten Liganden unterscheidet (repr�sentiert durch das
Beispiel in Abbildung 2a). In diesem speziellen Fall ist die
Carboxygruppe des R-Enantiomers zwischen den Guanidin-
einheiten von R38 und R41 eingebettet. Das Stickstoffatom
der Piperidineinheit, die eine �quatoriale Sesselkonformation
einnimmt, wechselwirkt mit E140 und der Carboxygruppe des
S-Enantiomers.

Das 5-Brombenzoatfragment des S-Enantiomers geht
�hnliche Wechselwirkungen ein wie der in Abbildung 2a ge-
zeigte Ligand, allerdings ist der Piperidinring auf die andere
Seite der Brombenzoateinheit gedreht, um in einer ebenfalls
�quatorialen Sesselkonformation mit C80 zu wechselwirken.
Dabei wird die Seitenkette von W76 verlagert, was eine
Umorientierung der Seitenkette von H73 und eine Unord-
nung des C-Terminus des zweiten Monomers bei den Resten
nach Position G162* zur Folge hat (Abbildung 2b).

Um zu �berpr�fen, ob diese unerwartete gleichzeitige
Bindung des Racemats von einem kooperativen Verhalten
der beiden Enantiomeren herr�hrt, haben wir Soaking-Ex-

Abbildung 2. Bindung von synthetischen Liganden an das aktive Zentrum von PhzA/B von Burkholderia cepacia R18194. Reste des zweiten Mono-
mers sind in Violett dargestellt und mit einem Stern (*) markiert. a) Bindungsmodus, wie er f�r die meisten Liganden beobachtet wird (dunkel-
gr�n Ligand, blau N, rot O, dunkelrot Br). b) Simultane Bindung von rac-1 (dunkel- und hellgrau). Teile des C-Terminus des zweiten Monomers
sind ungeordnet. c) Bindung des reinen R-Enantiomers (hellgrau). d) Bindung des reinen S-Enantiomers (dunkelgrau).
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perimente (Einlegen der Proteinkristalle in eine Ligandl�-
sung) mit den jeweils reinen Enantiomeren von 1 durchge-
f�hrt. W�hrend dabei das R-Enantiomer denselben Bin-
dungsmodus wie im Racematkomplex zeigt (Abbildung 2c),
bindet die S-Form interessanterweise in einer anderen Ori-
entierung (Abbildung 2d). Dabei nimmt sie eine �hnliche
Position wie das in Abbildung 2a gezeigte Analogon ein, mit
dem Unterschied, dass der Piperidinring in einer axialen
Sesselkonformation vorliegt, die eine Wasserstoffbr�cke
zwischen dem Stickstoffatom und der Seitenkette von E140
erm�glicht. Dementsprechend ist auch der C-Terminus in
diesem Komplex nicht ungeordnet. Der Bindungsmodus von
(S)-1 ist hier somit vollkommen anders als im Racematkom-
plex.

Um auszuschließen, dass die oben beschriebenen Struk-
turen Artefakte sind, die durch das Behandeln der Kristalle
mit hohen Konzentrationen der Liganden (4 mm) zustande
gekommen sind, haben wir eine Reihe von Cokristallisa-
tionsexperimenten durchgef�hrt. Diese Versuche best�tigten
die Komplexe der enantiomerenreinen Verbindungen (wie in
Abbildung 2c,d), f�hrten aber auch zu der Beobachtung, dass
die gleichzeitige Bindung von (R)-1 und (S)-1 konzentrati-
onsabh�ngig ist: Bei 1 mm wird nur das S-Enantiomer beob-
achtet; bei 2 mm zeigt die Elektronendichte, dass etwa 50%
der PhzA/B-Molek�le mit dem S-Enantiomer allein und die
andere H�lfte mit dem Racemat bindet (Abbildung S2 in den
Hintergrundinformationen); unter S�ttigungskonzentratio-
nen (> 10 mm beim Kristallisationsansatz) schließlich wird
ausschließlich simultane Bindung des Racemats wie in Ab-
bildung 2 b gefunden. Dies deutet darauf hin, dass die Bin-
dung von rac-1 unterschiedlichen Gleichgewichten unterliegt.

Die Ligandenbindung wurde ferner mithilfe der ITC un-
tersucht. Die einzelnen Enantiomere wiesen hier eine 1:1-
Protein/Ligand-St�chiometrie auf, wobei (S)-1 etwa dreimal
st�rker bindet als das R-Enantiomer. Im Unterschied dazu
zeigte die Titration mit dem Racemat eine 1:1.5-St�chiome-
trie mit einer geringeren Affinit�t als mit den reinen Enan-
tiomeren (Tabelle 1, Abbildung 3). Diese Abweichung vom
erwarteten 1:2-Komplex und das offensichtlich unkooperati-
ve Verhalten bei der Ligandenbindung interpretieren wir
anhand von teilweise konkurrierenden Bindungsgleichge-
wichten: Zu Beginn der Titration sind alle aktiven Zentren
frei, und Proteinmolek�le werden nach und nach mit (R)-,
(S)- und rac-1 besetzt. Im Laufe des Experiments wird das S-
Enantiomer teilweise (R)-1 in einigen der Protein:((R)-1)-
Komplexe verdr�ngen und in anderen den Protein:(rac-1)-

Komplex vervollst�ndigen. Gegen Ende der Titration wird
eine S�ttigung der Bindungsstellen erreicht, und der Prote-
in:(rac-1)-Komplex, auf den die Kristallstruktur als die sta-
bilste Anordnung hindeutet, wird �berwiegen. Idealerweise
sollte sich ein derartiges Szenario in Abweichungen einer
sigmoidalen Titrationskurve manifestieren, wie es in Studien
von racemischen Proteaseinhibitoren durch Fokkens und
Klebe beschrieben wurde.[6] F�r eine Aufl�sung durch ITC
d�rften jedoch signifikant h�here Unterschiede zwischen den
Affinit�ten der Enantiomere und wahrscheinlich auch des
Racemats (50- bis 200-fach)[6] als in dem von uns beschrie-
benem System erforderlich sein. Aus diesem Grunde konnten
mithilfe der ITC-Experimente weder die Affinit�ten von (S)-
1 gegen�ber dem R-Enantiomer-Komplex zur Vervollst�ndi-
gung des Protein:(rac-1)-Komplexes noch die von rac-1 zum
nicht komplexierten Protein bestimmt werden.

Unsere Beobachtungen liefern einen wichtigen Beitrag
zur Diskussion der Wirkung von chiralen Verbindungen auf
prim�re Zielproteine wie Enzyme, Ionenkan�le oder G-Pro-
tein-gekoppelte Rezeptoren, die aufgrund der Art ihrer
Funktion definierte und spezifische Bindungstaschen enthal-
ten m�ssen. Unsere Beobachtungen f�r ein spezifisches
Enzym der Biosynthese eines Sekund�rmetaboliten gehen
�ber j�ngste Befunde hinaus, in denen �ber die mehrfache
Bindung von Liganden in promiskuitiven Transporterprotei-
nen oder P450-Enzymen berichtet wurde; diese Proteine
haben große Bindungstaschen, um m�glichst unterschiedliche
Substrate prozessieren zu k�nnen.[9] Gegenw�rtig gibt es wohl
noch keine Alternative zur Verwendung racemischer Mi-
schungen beim prim�ren Screening, allerdings sollten nach
den hier vorgestellten Erkenntnissen die so erhaltenen Bin-
dungsdaten mit großer Vorsicht interpretiert werden. Die
Aufnahme eines Racemats in eine Proteinbindungstasche
k�nnte neue Chancen f�r die Wirkstoff-Forschung bieten,
besonders im Rahmen Fragment-basierter Ans�tze.[10]

Experimentelles
(R)-1 und (S)-1 wurden gem�ß einer Standard-Ullmann-Kondensa-
tionsvorschrift[11] aus 2-Brombenzoes�ure (Aldrich) und R- bzw. S-
Piperidin-3-amin (CNH Technologies) hergestellt. Eine genaue Be-
schreibung der Synthese soll an anderer Stelle erfolgen. Analyse-
spektren sind in den Hintergrundinformationen abgebildet. 1H-NMR
(400 MHz, D2O): d = 8.00 (d, 4J = 2.5 Hz, 1H, Ar-H), 7.51 (dd, 3J =
9.0 Hz, 4J = 2.5 Hz, 1H, Ar-H), 6.74 (d, 3J = 9.2 Hz, 1H, Ar-H), 3.85
(dddd, 3J = 8.7, 8.9, 3.7, 4.0 Hz, 1H, CH), 3.46 (dd, 2J = 13 Hz, 3J =
3.2 Hz, 1H, CHHeqNH), 3.30 (ddd, 2J = 13 Hz, 3J = 4.6, 4.6 Hz, 1H,

Tabelle 1: Bindungsparameter gem�ß ITC.

KD
[a]

[mm]
Zahl der
Zentren[b]

DH[a]

[kcalmol�1]
�T DS[a]

[kcal mol�1]

rac-1[c] 12.4�0.82 1.53�0.13 �5.01�0.78 �1.7�0.8
(R)-1 8.55�2.6 1.02�0.01 �2.09�0.83 �4.8�1
(S)-1 2.63�1.1 1.00�0.02 �6.13�1.0 �1.5�0.8

[a] Thermodynamische Werte werden als Mittelwerte mit Standardab-
weichung aus drei Titrationen angegeben. [b] Die Zahl der Bindungs-
zentren im Makromolek�l bezieht sich auf eine monomere Untereinheit.
[c] Die thermodynamischen Werte beziehen sich auf ein einzelnes Li-
gandmolek�l.

Abbildung 3. Titrationen von PhzA/B mit a) rac-1, b) (R)-1 und c) (S)-
1. Die unterschiedlichen St�chiometrien bei der Bindung des Race-
mats und bei Bindung der einzelnen Enantiomere werden durch den
molaren Quotienten beim Wendepunkt der Kurve angezeigt (siehe Ta-
belle 1, Zahl der Zentren).
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CHHeqCHH), 3.05 (ddd, 2J = 13 Hz, 3J = 9.9, 3.3 Hz, 1H, CHaxCHH),
2.98 (dd, 2J = 13 Hz, 3J = 8.8 Hz, 1H, CHaxHNH), 2.19–2.09 (m, 2H,
CHH), 2.08–1.98 (m, 2H, CHH), 1.91–1.79 (m, 1H, CHH), 1.74–
1.63 ppm (m, 1H, CHH). 13C-NMR (75 MHz, [D6]DMSO): d = 168.8
(COOH), 148.3 (CAr-NH), 136.8 (CH, CAr), 133.6 (CH, CAr), 113.9
(CH, CAr), 112.3 (CAr-Br), 105.4 (CAr-COOH), 46.0 (CH2N), 45.7
(CHN), 42.8 (CH2N), 28.5 (CH2), 20.9 ppm (CH2). HR-MS (ESI+): m/
z : ber. f�r C12H16BrN2O2

+ [M+H]+: 299.0390; gef. 299.0389. UV
(MeCN/H2O, 0.05% Trifluoressigs�ure): lmax = 222, 262, 359 nm.
Schmp. 106 8C (subl.). a½ �22

D ((R)-1) =�118 (c = 0.48 gcm�3, H2O).
a½ �22

D ((S)-1) = + 128 (c = 0.32 gcm�3, H2O).
Expression und Reinigung des N-terminal Hexahistidin-modifi-

zierten PhzA/B aus Burkholderia cepacia R18194 erfolgten wie
vorher beschrieben.[8] Reines Protein wurde in 20 mm Tris·HCl pH 8.0
(Tris: Tris(hydroxymethyl)aminomethan) und 150 mm NaCl kon-
zentriert, in fl�ssigem Stickstoff schockgefroren und bei �80 8C bis
zur weiteren Verwendung aufbewahrt. Eine ITC wurde[8] nach Be-
stimmung der Proteinkonzentration durch UV-Absorption bei
280 nm nach dem Lambert-Beerschen Gesetz durchgef�hrt, wobei
1 mm ((R)-1, (S)-1) oder 2 mm L�sungen (rac-1) der Liganden in
20 mm Tris·HCl pH 8.0, 150 mm NaCl und 0.1 mm PhzA/B im selben
Puffer verwendet wurden. Kristallisation des nativen PhzA/B wurde
durch die Dampfdiffusionsmethode mit h�ngenden Tropfen erzielt.[8]

Kristalle der Komplexe wurden durch Einlegen der nativen PhzA/B-
Kristalle �ber Nacht in Mutterlauge, der 4 mm des entsprechenden
Liganden zugesetzt waren, oder durch Cokristallisation des Proteins
nach Vorkinkubation mit 1, 2 und 40 mm Ligand durchgef�hrt. De-
tails sind in den Hintergrundinformationen angegeben. Kristalle
wurden mit einer K�hlschutzfl�ssigkeit gewaschen, der die gleiche
Konzentration an Ligand zugesetzt wurde. Diffraktionsdaten wurden
bei 100 K an Beamline X10SA der Swiss Light Source (Villigen,
Switzerland) gesammelt. Die Verfeinerung der Struktur erfolgte wie
in Lit. [8] beschrieben, jFO�FC j -Elektronendichtedifferenzen der
Liganden vor Integration in das Modell sind in Abbildungen S1 und
S2 der Hintergrundinformation gezeigt. Die vollst�ndige Daten-
sammlung und Verfeinerungsstatistiken sind in Tabelle S1 aufge-
f�hrt.[12]
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