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Der hydrophobe Effekt ist weitl�ufig bekannt als die trei-
bende Kraft bei der spontanen Assoziation von Molek�len
mit ausgedehnten lipophilen Oberfl�chen in w�ssriger
Lçsung. Dieser Effekt geht einher mit der Verdr�ngung von
Wassermolek�len aus dem sich bildenden hydrophoben
Grenzfl�chenkontakt[1, 2] und liefert gewçhnlich die Erkl�-
rung f�r zahlreiche in der Natur beobachtete Ph�nomene, an
denen hydrophobe Spezies beteiligt sind. So erkl�rt er, warum
sich ein �l/Wasser-Gemisch spontan in seine einzelnen
Phasen auftrennt, warum lçsliche Proteine bei der Faltung
einen hydrophoben Kern und eine hydrophile Außenseite
bilden,[3,4] warum Membranbestandteile in Form von Dop-
pelmembranen und Micellen assoziieren, warum Membran-
proteine nur in Membransegmenten vorliegen und warum das
wechselseitige Vergraben von hydrophoben Molek�lteilen
bei der Protein-Ligand-Wechselwirkung eine derart zentrale
Rolle spielt.[5] Vor allem das zuletzt genannte Beispiel liefert
die Basis f�r eine in der medizinischen Chemie weitverbrei-
tete Strategie zur Verbesserung der Protein-Ligand-Wech-
selwirkung, indem eine Optimierung der hydrophoben Li-
gandoberfl�che vorgenommen wird, um ein g�nstigeres Ver-
graben der hydrophoben Struktur im Zielprotein ermçgli-
chen zu kçnnen. In allen diesen F�llen wird der hydrophobe
Effekt als die treibende Kraft f�r die Assoziation angesehen.
Auf der molekularen Ebene wird dieses Ph�nomen auf die

Verdr�ngung von Wassermolek�len zur�ckgef�hrt, die sich
im ungebundenen Zustand im Bereich der hydrophoben
Fl�chen ansammeln. Thermodynamisch betrachtet, werden
entropische Effekte mit der Verdr�ngung von Wassermole-
k�len in Zusammenhang gebracht. Das entropische Profil
einer Bindung ist gekennzeichnet durch �nderungen von
Ordnungsparametern und dynamischen Eigenschaften der
Wassermolek�le, die sich, abh�ngig vom Aufenthaltsort der
Wassermolek�le, deutlich unterscheiden. Es wird angenom-
men, dass w�hrend der hydrophoben Bindung in die umge-
bende fl�ssige Phase freigesetzte Wassermolek�le deutlich
mehr Freiheitsgrade besitzen als Wassermolek�le, die sich vor
der Bindung in hydrophoben Taschen befinden und dort
aufgrund der fehlenden Interaktionspartner eher „gefangen“
als gebunden zu sein scheinen. Neue Studien auf diesem
Gebiet haben jedoch gezeigt, dass die treibenden Kr�fte f�r
die hydrophobe Wechselwirkung sowohl enthalpischer wie
auch entropischer Natur sein kçnnen. Einfache, seit Jahren
weit verbreitete Annahmen (z.B. Korrelationen mit vergra-
benen Oberfl�chenbeitr�gen) im Hinblick auf den hydro-
phoben Effekt reichen nicht mehr aus, um die unterschiedli-
chen Beobachtungen zufriedenstellend beschreiben zu
kçnnen.[6–12] Auch im Computer-basierten Wirkstoffdesign
wird die Bedeutung einzelner Wassermolek�le f�r die Bin-
dung immer st�rker in den Fokus ger�ckt. Werkzeuge wie
WaterMap oder Szmap[13, 14] versuchen, Wasserstrukturen f�r
das Wirkstoffdesign nutzbar zu machen. Eine Absch�tzung
der Eigenschaften einzelner Wassermolek�le hinsichtlich
Enthalpie und Entropie wird mit diesen Programmen vor-
genommen.

Um ein tieferes Verst�ndnis f�r die vielen Facetten des
hydrophoben Effekts auf molekularer Ebene zu gewinnen
und im Besonderen seine Auswirkung auf die Protein-
Ligand-Bindung zu erkunden, haben wir eine systematische
Studie mit Thermolysin (TLN) als Modellprotein konzi-
piert.[6] Diese thermostabile bakterielle Zinkmetalloprotease
aus dem Bakterium Bacillus thermoproteolyticus ist mit drei
vorwiegend hydrophoben Spezifit�tstaschen ausgestattet
(Schema 1). Trotz der �berraschenden Sequenzunterschiede
innerhalb der Proteine dieser Klasse gilt TLN aufgrund seiner
dann doch hoch-konservierten „active-site“-Struktur als
Prototyp f�r die gesamte Klasse dieser Enzyme.[15] Potente
TLN-Inhibitoren sind oftmals als �bergangszustandsanaloga
entworfen worden.[16–18] Es diente zudem als Referenz f�r die
Entwicklung von Arzneistoffen gegen andere Metalloprote-

[*] Dr. A. Biela, M. Betz, Dr. A. Heine, Prof. Dr. G. Klebe
Pharmazeutische Chemie, Philipps-Universit�t Marburg
Marbacher Weg 6, 35032 Marburg (Deutschland)
E-Mail : klebe@mailer.uni-marburg.de

N. N. Nasief, Prof. Dr. D. Hangauer
Department of Chemistry, University at Buffalo
The State University of New York
Buffalo, NY 14260 (USA)
E-Mail : hangauer@buffalo.edu

[**] G.K. dankt der EU f�r einen ERC Advanced Grant (DrugProfilBind
268145). Weiterhin danken wir der Arbeitsgruppe am Helmholtz-
Zentrum Berlin, BESSY II f�r die Strahlzeit und die gew�hrte Un-
terst�tzung bei der Datensammlung. Wir danken dem HZB f�r fi-
nanzielle Unterst�tzung bei den Reisekosten.

Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag (experimentellen
Details zu Kristallisation und zum Tr�nken der Kristalle mit den
Liganden, Datensammlung und Prozessierung, Kristallstruktur-
bestimmung und Verfeinerung, kinetischem Assay, ITC und zur
Synthese der Liganden 1–8) sind im WWW unter http://dx.doi.org/
10.1002/ange.201208561 zu finden.

.Angewandte
Zuschriften

1868 � 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2013, 125, 1868 –1876

http://dx.doi.org/10.1002/ange.201208561
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201208561


asen[19–23] und hat sich als Modellprotein zum Validieren
neuartiger Ideen[24,25] und neuer methodischer Konzepte[26]

bew�hrt. TLN ist eines der ersten kristallographisch aufge-
kl�rten Metalloproteasen[27, 28] und besitzt in seinem Zentrum
ein katalytisch aktives Zink-Ion, das durch His142, His146
und Glu166 koordiniert wird. Die benachbarte S1-Tasche
zeigt keine Spezifit�t und bindet bevorzugt hydrophobe Li-
ganden. Im Gegensatz zur S1-Tasche, ist die gegen�berlie-
gende S1’-Tasche eine tiefe wohldefinierte Kavit�t, die eben-
falls vornehmlich hydrophobe Reste aufnimmt (z. B. die Sei-
tenketten von Valin, Leucin oder Phenylalanin) und mit ihren
Eigenschaften die Substratspezifit�t vorgibt.[29] Die in un-
mittelbarer Nachbarschaft zur S1’- liegende S2’-Tasche ist in
ihrer Eigenschaft hydrophob, eher flach und erinnert in ihrer
Form an eine Schale. Die Tasche liegt in ihrer flachen Aus-
gestaltung an der Oberfl�che des Proteins und ist damit leicht
erreichbar f�r Wassermolek�le aus der umgebenden Fl�s-
sigphase. Trotz der offenkundigen Unterschiede zwischen der
S1’- und der S2’-Tasche in Form, Lokalisation und Umgebung,
ist es beiden Taschen mçglich, �hnliche Molek�lgruppen zu
binden, jedoch mit unterschiedlichen Auswirkungen auf die
Bindungsaffinit�t. Innerhalb einer Ligandenserie verst�rken
hydrophobe Modifikationen am P1’-Rest (Gly!Leu) des
Liganden die inhibitorische Potenz f�r die S1’-Tasche um das
800-fache, w�hrend die gleichen Modifikationen f�r S2’ le-
diglich eine 50-fache Verbesserung der Affinit�t mit sich
bringen.[6] Zudem kommt hinzu, dass eine st�rker werdende
hydrophobe Interaktion zur S1’-Tasche eine hçhere Enthalpie
nach sich zieht. Dies ist unerwartet und aufgrund fehlender
Entropie-Effekte nicht mit der derzeit akzeptierten Vorstel-
lung �ber den hydrophoben Effekt vereinbar.[6] Das g�nstige
enthalpische Signal, das bei der Bindung von Liganden mit
zunehmend hydrophoberer Oberfl�che innerhalb einer ho-
mogenen Serie beobachtet wurde, wird auf eine „minder-
wertige Solvatation“ der adressierten Tasche zur�ckgef�hrt.
Der Begriff „minderwertige Solvatation“ bezieht sich dabei
nicht auf eine wasserfreie Tasche im ungebundenen Zustand,
sondern reflektiert hçchstwahrscheinlich das Vorhandensein
von zahlreichen hochgradig mobilen Wassermolek�len, die
�ber mehrere Positionen verstreut und damit kaum fassbar
bei kristallographischen Auswertungen sind. Die Wasser-

situation ist dagegen vçllig anders in der S2’-Tasche. Basie-
rend auf hoch aufgelçsten Kristallstrukturen ist angrenzend
an diese Tasche ein klar definiertes, komplexes Netzwerk von
Wassermolek�len entdeckt worden, das einen dominierenden
Einfluss auf die Bindungsparameter der vergrabenen Ligan-
den aus�bt.[30, 31]

Homans et al.[7, 8] haben von einer �hnlichen Enthalpie-
getriebenen hydrophoben Wechselwirkung berichtet, deren
Ursache sie ebenfalls auf eine suboptimale Solvation der
Proteinbindetasche zur�ckf�hren. F�r die Desolvatation
einer suboptimal solvatisierten Proteinbindetasche wird nicht
so viel Enthalpie bençtigt, sodass sich im Großen und Ganzen
die thermodynamische Signatur der Bindung hin zu einer
�berwiegend Enthalpie-getriebenen freien Gibbs-Enthalpie
verlagert. Auch Snyder et al.[9] haben von einem enthalpisch
getriebenen thermodynamischen Profil f�r eine hydrophobe
Interaktion berichtet. Hier wurde die Bindung von hetero-
cyclischen aromatischen Sulfonamiden, die systematisch mit
grçßer werdenden hydrophoben Molek�lresten ausgestattet
wurden, an die Carboanhydrase untersucht. Die beobachte-
ten Unterschiede zwischen den Liganden wurden durch �n-
derungen in der Anzahl und Organisation von geordneten
Wassermolek�len in der Bindetasche erkl�rt. Eine Untersu-
chung �ber die Verdr�ngung von geordneten Wassermole-
k�len aus der S3/4-Tasche von Thrombin durch zunehmend
hydrophobere P3-Substituenten einer peptidomimetischen
Ligandenserie f�hrte dagegen zu dem erwarteten entropi-
schen Signal.[10] Auch im Bereich der Wirt-Gast-Komplex-
chemie finden sich zahlreiche Beispiele f�r Bindungsprozes-
se, die entweder eine Verbesserung der Enthalpie oder der
Entropie aufzeigen.[11, 12] Diese Studien deuten darauf hin,
dass die thermodynamische Signatur einer hydrophoben
Wechselwirkung besonders von �nderungen in der Wasser-
struktur bestimmt wird und damit vom Ergebnis der Reor-
ganisation der Wassermolek�le w�hrend des Bindungspro-
zesses abh�ngig ist.

Die S1’- und S2’-Taschen sind zwar stark verschieden hin-
sichtlich der beobachteten Solvatationseigenschaften, jedoch
kçnnen die Taschen durchaus chemisch �hnliche Bindungs-
partner aufnehmen. Dies veranlasste uns, eine gleichartige
peptidomimetische Ligandenserie zu entwickeln, die durch
eine Reihe von schrittweisen hydrophoben Modifikationen in
der P2’-Seitenkette gekennzeichnet ist. Hochaufgelçste Kris-
tallstrukturen der gebildeten Protein-Ligand-Komplexe
bilden die Grundlage, um die �nderungen in der Wasser-
struktur nachzuvollziehen, die durch die Interaktion mit dem
P2’-Rest herbeigef�hrt werden. Thermodynamische Daten
wurden mithilfe der isothermischen Titrationskalorimetrie
(ITC) aufgenommen, um einerseits die kristallographischen
Beobachtungen aus thermodynamischem Blickwinkel zu er-
kl�ren und um anderseits die treibenden Kr�fte bei der Bin-
dung von Liganden in die S2’-Tasche von TLN aufzukl�ren.

Kristallstrukturen von acht TLN-Inhibitoren, die alle ein
Cbz-Gly-(PO2)

�-l-Leu-l-X-Ger�st (Cbz = Carboxybenzyl,
X = Gly 1, Ala 2, Et-Gly 3, Val 4, nPr-Gly 5, Ile 6, Leu 7, Phe
8 ; siehe Schema 1) gemeinsam haben, wurden im Komplex
mit TLN mit hoher Auflçsung (1.28–1.66 �) aufgekl�rt.
Kristallstrukturen mit den Liganden 1, 2 und 7 wurden bereits
in fr�heren Arbeiten bestimmt.[6, 30] Die kristallographischen

Schema 1. Schematische Ansicht der Bindungstasche des TLN und
das Substitutionsmuster der untersuchten Liganden 1–8.
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Daten f�r TLN-7 wurden neu verfeinert, wobei der besseren
Vergleichbarkeit willen dasselbe Protokoll f�r alle unter-
suchten Liganden angewendet wurde. Da der Bindungs-
modus der Ger�ststruktur bereits im Detail beschrieben
wurde,[30] werden hier in kurzer Form lediglich die zentralen
Aspekte des Bindungsmodus der Ger�ststruktur angespro-
chen. Besonders im Fokus stehen dagegen neue bis dato nicht
beschriebene Strukturmerkmale.

Die Elektronendichte f�r das Molek�lger�st ist f�r alle
untersuchten Inhibitoren gut definiert (stellvertretend f�r die
Serie ist Inhibitor 3 in Abbildung S1 gezeigt, Hintergrund-
informationen). Es sind keine signifikanten �nderungen im
Bindungsmodus der Liganden festgestellt worden (Abbil-
dung S2). Die Cbz-Gruppe bindet in die unspezifische S1-
Tasche und das zentrale Phosphonamid koordiniert einz�hnig
mit einem seiner Sauerstoffatome das Zink-Ion (2.0 �),
w�hrend das andere Sauerstoffatom eine Wasserstoffbr�cke
zu OE1 von Glu143 bildet. Der P1’-Leucyl-Rest und die
strukturell modifizierten P2’-Seitenreste des Liganden inter-
agieren jeweils mit der hydrophoben Umgebung der S1’- und
S2’-Taschen (weitere Details siehe Hintergrundinformatio-
nen).

Die Hauptunterschiede zwischen den Komplexen lagen
bei der Ausgestaltung des Wassernetzwerkes in der Nach-
barschaft zur S2’-Tasche. Das Netzwerk wird gestçrt und
moduliert durch die Grçße des P2’-Substituenten. Leider
konnten nicht alle Komplexe mit derselben Auflçsung be-
stimmt werden. So zeigt der Komplex mit dem Valin-Derivat
4 eine geringf�gige Unordnung im Bereich dieser kritischen
Region. F�r das verwandte n-Propylglycyl 5 l�sst sich auf-
grund der Restelektronendichte eine mçgliche Unordnung
nicht vçllig ausschließen, dennoch haben wir uns entschieden,
die finale Dichte durch eine einzige Seitenkettenorientierung
zu beschreiben. Die kristallographisch zuverl�ssige Be-
schreibung von Wassermolek�len wird mit zunehmender
Distanz von der Proteinoberfl�che oder von polaren funk-
tionellen Gruppen deutlich erschwert, da in diesen F�llen die
lokale Unordnung der Wassermolek�le immer bedeutender
wird. Dies gilt im Besonderen bei der Analyse von zusam-
menh�ngend verkn�pften Ketten von Wassermolek�len.
Daher wurden die Streueigenschaften der kritischen Was-
sermolek�le zudem sorgf�ltig �ber die Differenzelektronen-
dichte (Fo�Fc) inspiziert, um Genauigkeit und Zuverl�ssig-
keit der beobachteten Solvatation der S2’-Tasche zu garan-
tieren. Besonders die stark miteinander korrelierten B-Werte
und Besetzungen wurden mit allerhçchster Sorgfalt begut-
achtet. Diese Einschr�nkungen machen einen simplen Ver-
gleich der absoluten Anzahl der Wassermolek�le zwischen
den jeweiligen Ligandkomplexen sehr schwierig, besonders
wenn alle aufgenommenen und freigesetzten Wassermole-
k�le aufsummiert werden, um feststellen zu kçnnen, welche
Bilanz an Wassermolek�len am Ende die Bindung kenn-
zeichnet. Die Distanzen variieren entlang des Wassernetz-
werks und kçnnten durchaus mit der St�rke der gebildeten
Wasserstoffbr�cke korrelieren. Doch wird die r�umliche
Genauigkeit der einzelnen Wasserpositionen von verschie-
denen Faktoren beeinflusst, z. B. von einer gewissen Rest-
mobilit�t, von Unordnungseffekten oder Teilbesetzungen, die
allesamt die Genauigkeit der Wasserpositionen limitieren.

Daher wird in dieser Arbeit von einer detaillierten Analyse
der unterschiedlichen L�ngen von Wasserstoffbr�cken abge-
sehen.

Die Solvatationeigenschaften sind im Bereich der Cbz-
Carbonyl- und der negativ geladenen terminalen Carboxylat-
Gruppe praktisch in allen Komplexen identisch (Abbil-
dung S2, rechts, unterer Teil). Ein Netzwerk aus mindestens
sieben wechselseitig verbundenen Wassermolek�len vermit-
telt die Interaktion zwischen diesen funktionellen Ligand-
gruppen und Asp226, Asn227 und Asn112. In zwei Komple-
xen deuten sich Wassermolek�le aus der zweiten Solvata-
tionsschicht an (TLN-4, TLN-5).

Ein komplexeres Bild offenbart sich bei der Analyse des
Wassernetzwerkes im Bereich der P2’-Substituenten, deren
Reste innerhalb der Serie systematisch anwachsen und somit
ab einer gewissen Grçße eine Stçrung des lokalen Wasser-
netzwerkes herbeif�hren (Abbildung S2, rechts, unterer Teil).
Die Kristallstrukturen von TLN-1 und TLN-2 wurden in einer
fr�heren Studie verglichen.[30] Das Glycin-Derivat 1 ist �ber
zwei Wassermolek�le mit der Carbonylgruppe in der
Hauptkette von Asn111 verbr�ckt. Beide Wassermolek�le
werden dagegen beim TLN-2-Komplex aufgrund sterischer
Konflikte durch die angef�gte Methylgruppe im Alanin-De-
rivat 2 verdr�ngt (Abbildung 1a, eingekreist in Hellblau).
Demgegen�ber nimmt der TLN-2-Komplex als Kompensati-
on der beiden verdr�ngten Wassermolek�le zwei neue (Ab-
bildung 1 b, eingekreist in Gelb und Gr�n) bei der Ligan-
denbindung auf, die ausgepr�gte Van-der-Waals-Kontakte
mit der terminalen Alanin-Methylgruppe zeigen. Zudem ist
im TLN-2-Komplex eine durchgehend verbundene Wasser-
kette erkennbar, die sich von der Carboxylat-Gruppe des
Liganden bis zu Asn111(C=O) erstreckt. �berraschender-
weise ist dieses Wassernetzwerk im TLN-1-Komplex aufge-
brochen und nicht als geschlossenes Netzwerk identifizierbar
(Abbildung 1a und b).

Ein Vergleich der Wassernetzwerke in TLN-2 und -3
(Abbildung 1b,c) zeigt nahezu identische Solvatationsmuster,
w�hrend diese in TLN-4 und -5 (Abbildung 1 d,e) voneinan-
der abweichen und am unteren linken Rand der Tasche un-
terbrochen werden. Trotzdem besitzen das Valyl-4- und das n-
Propyl-5-Derivat sehr �hnlich ausgepr�gte Wassernetzwerke.
Die Isopropyl-Seitenkette ist in TLN-4 in mindestens zwei
Konformationen sichtbar. Diese partielle Unordnung �ber-
f�hrt auch den benachbarten Leu202-Rest in einen unge-
ordneten Zustand, dessen Isobutyl-Seitenkette zwei ver-
schiedene Konformationen mit jeweils 55% und 45% Be-
setzung annimmt (Abbildung S4). Beide Konformationen
korrelieren miteinander aufgrund der sterischen Beeintr�ch-
tigung. Bei der Betrachtung der aufgenommenen Wasser-
molek�le in TLN-2 und -3 verglichen mit TLN-1, zeigen auch
die Komplexe mit 4 und 5 ein Wassermolek�l, das in einer
sehr markanten Position oberhalb der Carboxylat-Gruppe
positioniert ist (Abbildung 1d,e, eingekreist in Gr�n).

Die Komplexstruktur mit dem Ile-Derivat 6 zeigt wie-
derum ein durchgehend verbundenes Wassernetzwerk, wel-
ches die terminale hydrophobe Gruppe, vergleichbar wie in
TLN-2 und -3, ringfçrmig umh�llt. Das Wassernetzwerk muss
jedoch im Vergleich zu TLN-2 einen grçßeren Bogen um die
voluminçsere Butyl-Gruppe herum einschlagen, um eine

.Angewandte
Zuschriften

1870 www.angewandte.de � 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2013, 125, 1868 –1876

http://www.angewandte.de


durchgehende Kette zu bilden. Die bereits in einer fr�heren
Publikation verçffentlichte Struktur TLN-7 (PDB-Code
3FWD,[6] jetzt 4H57) ist im Zuge dieser Studie erneut ver-
feinert worden, um aus Gr�nden der Vergleichbarkeit das-
selbe Verfeinerungsprotokoll und -programm anzuwenden.
Obwohl das beobachtete Netzwerk in TLN-7 nicht derart
komplett ist wie bei TLN-6, sind beide Wassernetzwerke
durchaus �hnlich (Abbildung 1g). In beiden Komplexen ist
das f�r TLN-2, -3, -4 und -5 typische, auf der Carboxylat-
Gruppe sitzende Wasser nicht erkennbar (Abbildung 1b–e,
eingekreist in Gr�n). In den Kristallstrukturen mit 2, 3, 4 und
5 liegt die k�rzeste Distanz zwischen dem markant aufsit-
zenden Wasser und den jeweiligen Alkyl-Seitenketten bei
3.80–3.85 �. In TLN-4 weicht die Position des Wassermole-
k�ls aufgrund der verzweigten und teils ungeordneten Valyl-
Gruppe des Liganden ein wenig davon ab (Abbildung S4a).
Ber�cksichtigt man die durchschnittliche Position des als
„capping water“ bezeichneten Wassers in diesen Komplexen,
w�re die hypothetische Distanz zu den deutlich sperrigeren
Butyl-Seitenketten in TLN-6 und -7 um ca. 0.3 � k�rzer.
Diese Distanz w�re aber zu kurz und sterisch so ung�nstig,
dass in Folge das „capping water“ in TLN-6 und -7 verdr�ngt
wird. Der mit einem terminalen Phenyl-Rest ausgestattete
TLN-8-Komplex zeigt die niedrigste Anzahl von geordneten
Wassermolek�len in der N�he der S2’-Tasche. Fast alle Was-
sermolek�le, die in anderen Komplexen nahe dem unteren

Rand der S2’-Tasche beobachtet wurden, scheinen hier ent-
weder verdr�ngt oder nicht ausreichend geordnet zu sein.
Dies korreliert hçchstwahrscheinlich mit dem gestiegenen
sterischen Raumbedarf der Phenyl-Gruppe, die die S2’-Tasche
sehr ausgiebig auszuf�llen vermag. Dennoch ist es bemer-
kenswert, dass gerade ein Wassermolek�l, welches in TLN-2
und -3 (Abbildung 1 h, eingekreist in Violett) eine Position in
der N�he des Liganden besetzt, auch in TLN-8 auf dieser
charakteristischen Position zu finden ist. Diese Position ist
definitiv nicht besetzt in TLN-6 und -7, w�hrend in TLN-8
dieses dort platzierte Wassermolek�l eine stabilisierende In-
teraktion (3.2 �) mit dem p-Elektronensystem des benach-
barten Phenylrings des Liganden bildet (Abbildung S5). In-
teressanterweise fehlt auch in TLN-8 das charakteristische,
der Carboxylat-Gruppe aufsitzende Wassermolek�l („cap-
ping water“), hçchstwahrscheinlich wieder aufgrund von
sterisch ung�nstigen Wechselwirkungen mit dem terminalen
P2’-Substituenten.

Der Einfluss des r�umlich sperrigen Phenyl-Restes in
TLN-8 wirkt sich auch auf das benachbarte Proteinmolek�l
aus. Es interagiert mit der Hauptketten-Carbonylgruppe von
Asn111, die dadurch in eine andere Position gedr�ngt wird
und in Folge zu einer zweiten Konformation gezwungen wird
(Abbildung S5). Diese Anpassung seitens des Proteins geht
mit einem partiellen Planarit�tsverlust der Peptidbindung
zwischen Asn111 und Asn112 einher. Diese drastische Ver-

Abbildung 1. Darstellung der Bindungsmodi der Liganden 1–8. Jeder Komplex ist mit einem anderen Farbcode gezeigt, Heteroatome in Atom-
typischer Farbcodierung, Wassermolek�le als Kugeln mit derselben Farbe wie die jeweilige Proteinstruktur. In TLN-1 sind zwei Wassermolek�le
(eingekreist in Hellblau) vorhanden, die in den anderen Strukturen aufgrund sterischer Konflikte mit dem r�umlich wachsenden P2’-Substituenten
verdr�ngt werden. TLN-1 zeigt einen Bruch im durchgehend verkn�pften Wassernetzwerk (roter Pfeil). Diese L�cke wird in TLN-2 und -3 durch die
Aufnahme eines zus�tzlichen Wassermolek�ls (eingekreist in Gelb) geschlossen. Dieses neue Wassermolek�l wird in seiner Position durch g�nsti-
ge Van-der-Waals-Kontakte mit der P2’-Methyl- und P2’-Ethyl-Gruppe in 2 und 3 stabilisiert. Hinzu kommen Wasserstoffbr�cken mit den umgeben-
den Wassermolek�len. �hnliche Van-der-Waals-Kontakte sorgen daf�r, dass das der Carboxylat-Gruppe aufsitzende Wassermolek�l „capping
water“ (eingekreist in Gr�n) eine sehr g�nstige Interaktionsumgebung in den Komplexen mit 2, 3, 4 und 5 erf�hrt. In den Komplexen 6, 7 und 8
wird dieses Wassermolek�l verdr�ngt, w�hrend in 8 ein neues Wassermolek�l in der N�he der Phenyl-Gruppe des P2’-Substituenten hinzukommt
(eingekreist in Violett).
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zerrung in der Geometrie der Peptidbindung ist in den an-
deren Komplexstrukturen nicht zu beobachten (w-Winkel
weicht um 10.48 und �17.38 von einer planaren Struktur ab,
weitere Details Tabelle S2 in den Hintergrundinformatio-
nen). Das Carbonyl-Sauerstoffatom weicht somit in zwei
verschiedene Richtungen aus, um gen�gend Raum f�r die
große Phenyl-Seitenkette von 8 zu schaffen.

Ver�nderungen in den thermodynamischen Bindungs-
parametern wurden f�r die gesamte Inhibitorserie mit iso-
thermischer Titrationskalorimetrie (ITC) bestimmt. Es
konnten keine absoluten thermodynamischen Werte f�r die
Inhibitorbindung vermessen werden, da die Bindung der
Inhibitoren von der Verdr�ngung eines TLN-typischen Ab-
bauprodukts �berlagert wird. Das Abbauprodukt Lys–Val ist
das Resultat einer Autoprotolysereaktion bei hohen TLN-
Konzentrationen. In dieser Hinsicht besitzen alle gemessenen
thermodynamischen Daten einen konstanten Beitrag, der aus
der Verdr�ngung von Lys–Val resultiert. Dieser konstante
Beitrag der Dipeptidverdr�ngung entf�llt jedoch bei aus-
schließlicher Betrachtung der relativen Unterschiede. Inhi-
bitionskonstanten wurden auch f�r alle Inhibitoren 1–8 mit
einem Enzym-Assay bestimmt. Die im Enzym-Assay ge-
messenen �nderungen in der freien Bindungsenergie sind mit
�hnlicher relativer Abstufung wie bei den ITC-Daten beob-
achtbar, nur liegt ein konstanter Versatz vor (siehe Tabel-
le S3). Daher best�tigen die kinetisch bestimmten Inhibi-
tionsdaten die Resultate der ITC-Experimente.

Dar�ber hinaus verweist eine beobachtete Pufferabh�n-
gigkeit der aufgenommenen ITC-Ergebnisse, dass alle Kom-
plexe ein Proton bei der Bildung der Protein-Ligand-Kom-
plexe aufnehmen. Die Daten verdeutlichen, dass das dem
katalytischen Zink-Ion benachbarte Glu143 seinen Proto-
nierungszustand w�hrend der Inhibitorbindung �ndert (siehe
Hintergrundinformationen). Da dieser Rest nicht direkt an

der Bindung des P2’-Restes beteiligt ist, wird die Thermody-
namik f�r alle Komplexe in gleicher Weise beeinflusst. Somit
spielt auch dieser Beitrag bei der nachfolgenden Interpreta-
tion keine Rolle, da die Ergebnisse der Inhibitorbindung stets
relativ zueinander betrachtet werden.

Abbildung 2 verdeutlicht, dass abgesehen von TLN-1 die
Bindung immer st�rker entropisch wird, je grçßer der ange-
f�gte hydrophobe P2’-Substituent gew�hlt wird.[32] Gleichzei-
tig wird eine signifikante Enthalpie-Entropie-Kompensation
beobachtet, die dazu f�hrt, dass die Ver�nderungen in der
freien Bindungsenthalpie viel kleiner ausfallen als die ge-
messenen enthalpischen und entropischen Ver�nderungen es
vermuten lassen. Ein bemerkenswerter relativer Gewinn in
der Affinit�t (DDG1/2 =�5.7 kJ mol�1) wird erzielt, wenn
Struktur 1 mit 2 verglichen wird. Dieser Gewinn ist haupt-
s�chlich auf eine Verbesserung in der Enthalpie (DDH1/2 =

�13.4 kJmol�1) zur�ckzuf�hren und wird teils kompensiert
durch ein, verglichen mit 1, kleineres entropisches Signal von
2 (�TDDS1/2 = 7.7 kJ mol�1) (Tabelle S5). Die freie Bin-
dungsenthalpie verbessert sich innerhalb der Serie von 1 bis 5,
wobei 3, 4 und 5 innerhalb der experimentellen Genauigkeit
vergleichbare Werte zeigen. Die Liganden 6, 7 und 8 verlieren
dagegen leicht an Affinit�t (Abbildung 2).

Bei der genauen Betrachtung von besonders nahe ver-
wandten Ligandpaaren wurden einige systematische �nde-
rungen augenf�llig. Die einzelnen Ligandpaare 2/3 (DDH2/3 =

�1.2 kJ mol�1, �TDDS2/3 =�1.0 kJmol�1), 4/5 (DDH4/5 =

�0.6 kJ mol�1, �TDDS4/5 = 0.6 kJmol�1) und 6/7 (DDH6/7 =

0.9 kJmol�1,�TDDS6/7 =�1.6 kJmol�1) zeigen untereinander
kaum �nderungen in den Bindungsparametern, w�hrend die
�nderungen in den Bindungseigenschaften beim �bergang
von 3 nach 4 (DDH3/4 = 2.6 kJmol�1, �TDDS3/4 =

�2.5 kJ mol�1) und von 5 nach 6 (DDH5/6 = 7.7 kJmol�1,
�TDDS5/6 =�5.8 kJmol�1) um einiges deutlicher ausfallen.

Abbildung 2. Mit ITC aufgenommene thermodynamische Daten f�r DG (blau), DH (gr�n) und �TDS (rot). Die Titrationen wurden in HEPES-
Puffer aufgenommen. Die Ergebnisse beinhalten keine Korrektur der �berlagerten Glu143-Protonierung und der Verdr�ngung des Abbauprodukts
Lys–Val. Rechts: Um die relativen Unterschiede zu verdeutlichen, sind die thermodynamischen Daten in einer anderen Art zusammengestellt
worden. Die angezeigten Werte geben die relativen Unterschiede zwischen den benachbarten Liganden wieder. Die Enthalpie-Entropie-Kompensa-
tion ist hierbei die Ursache, weshalb lediglich kleine �nderungen in der Bindungsenergie beobachtet werden und etappenweise �nderungen f�r
nahe verwandte Paare zu Tage kommen.
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Das Phenyl-Derivat weicht vom Paar 6/7 ab und zeigt eher ein
thermodynamisches Profil mit ausgeglichenen enthalpischen
und entropischen Beitr�gen.

In dieser Studie wurden peptidomimetische �bergangs-
zustandsanaloga vorgestellt, deren terminale hydrophobe
Substitutionen schrittweise vergrçßert wurden, um die hy-
drophobe S2’-Tasche von TLN besser ausf�llen zu kçnnen.
Diese offene schalenfçrmige Tasche ist aus der umgebenden
Wasserphase frei zug�nglich und kann Substituenten bis zu
einer Grçße von einem Benzyl-Rest unterbringen. Die
Tasche kann durch den Benzyl-Rest bestmçglich ausgef�llt
werden. Der Rest verschafft sich sogar selbst Platz auf der
Proteinseite, indem es eine Carbonylgruppe der Hauptkette
aus seiner urspr�nglichen Position aufgrund sterischer
Wechselwirkungen zur Seite schiebt. Dieser Carbonyl-Sau-
erstoff ist somit gezwungen, sich in zwei verschiedene Rich-
tungen zu orientieren. Die beiden alternativen Konforma-
tionen scheinen aufgrund des Planarit�tsverlusts jedoch
energetisch ung�nstig zu sein.

Auch wenn die hydrophobe Oberfl�che innerhalb der
Serie vom Wasserstoff in Gly zum Benzyl-Rest im Phe-De-
rivat kontinuierlich um ca. 130 �2 gestiegen ist, l�sst sich le-
diglich eine Verbesserung in der Bindungsenergie um
�3.7 kJ mol�1 beobachten. Dies ist verschwindend gering,
wenn man sich im Zuge dessen die bloße Dehydratation-
energie von gesch�tzt �2 bis �3 kJmol�1 pro vergrabener
Methyl-Gruppe[33] vor Augen f�hrt. Unter alleiniger Be-
trachtung der hydrophoben Oberfl�chensituation h�tten wir
f�r diesen hydrophoben Effekt einen viel grçßeren Wert in
der freien Bindungsenthalpie erwartet. Interessanterweise
wird die hçchste Affinit�t f�r den Ethyl- (3), Isopropyl- (4)
oder n-Propyl-Substituenten (5) beobachtet, obwohl hin-
sichtlich der Grçße der Substituenten die Tasche noch nicht
im vollen Umfang besetzt wird. Dies verdeutlicht aufs Neue,
dass hier das alleinige Betrachten der vergrabenen hydro-
phoben Oberfl�chen zu keinem zufriedenstellenden Ergebnis
f�hren kann. Die Kristallstruktur von 8 offenbart ung�nstige
Konformationen von Asn111, die ebenfalls zu dem beob-
achteten Abfall in der Bindungsaffinit�t f�r diesen Liganden
beitragen. Besonders hervorzuheben ist der Trend in der
Enthalpie-Entropie-Kompensation, der sich am st�rksten
auswirkt auf den potentesten Liganden. Die �nderungen sind
nicht gleichfçrmig innerhalb der Serie, eher zeigen die
strukturell verwandten Paare 2/3, 4/5 und 6/7 sehr �hnliche
thermodynamische Profile (Abbildung 2). Dies best�tigt f�r
jedes dieser Paare die beobachteten strukturellen �hnlich-
keiten im Solvatationmuster der jeweiligen Komplexe.

Der Bindungsmodus der Ger�ststruktur bleibt praktisch
f�r 1–8 unver�ndert. Auch das Solvatationsmuster nahe der
Cbz- und der terminalen Carboxylat-Gruppe des Liganden
zeigt keine relevanten Unterschiede innerhalb der Serie
(Abbildung S2, rechter oberer Teil). Die Wasserstruktur ist
aus mindestens sieben konservierten Wassermolek�len auf-
gebaut und vermittelt �ber ein komplexes Netzwerk zwischen
dem Liganden und den funktionellen Gruppen des Proteins.
Zudem sind keine Unterschiede in den Kontakten sowohl
zum Glycerol wie auch zum DMSO erkennbar. Beide Mole-
k�le stellen Bestandteile des Cryo-Puffers dar und sind beim
Tr�nken der Kristalle mit den Liganden diffundiert. Die

wirklichen �nderungen finden in der N�he der hydrophoben
und stetig grçßer werdenden P2’-Substituenten statt (Abbil-
dung S2 rechts, unterer Teil). Hier ist abh�ngig von der Sub-
stitution das Netzwerk aus Wassermolek�len teils stark
durcheinander gewirbelt.

Ein vergleichsweise großer Unterschied im thermodyna-
mischen Profil ist durch die Einf�hrung einer Methylgruppe
an das Glycin-Derivat 1 erzielt worden. Das Gycin-Derivat
hat in Lçsung im ungebundenen Zustand vor der eigentlichen
Proteinbindung einen grçßeren Konformationsraum zur
Verf�gung als das analoge Ala-Derivat. Demzufolge wird
TLN-2 einen kleineren entropischen Verlust w�hrend der
Bindung hinnehmen m�ssen als TLN-1. Da jedoch das ther-
modynamische Profil von TLN-2 in Wahrheit eher einen
grçßeren denn einen kleineren entropischen Verlust anzeigt,
m�ssen konsequenterweise andere Effekte eine wichtige
Rolle spielen. Es ist durchaus mçglich, dass die Konforma-
tionsunterschiede f�r die entropische Betrachtung nicht so
entscheidend sind, da gelçste ungebundene Liganden inner-
halb eines K�figs aus Lçsungsmittelmolek�len kaum ihre
volle Flexibilit�t entfalten kçnnen. Sie d�rften in ihren Frei-
heitsgraden �hnlich eingeschr�nkt sein wie im gebundenen
Zustand in einer Tasche, die offen ist f�r das umgebene Lç-
sungsmittel. Wie in unserer vorherigen Studie[30] auch an den
analogen decarboxylierten Derivaten von 1 und 2 ein-
drucksvoll gezeigt, spielt das Aufbrechen eines durchgehend
verkn�pften Wassernetzwerks, das die terminale Methyl-
gruppe in TLN-2 umspannt, eine f�r die Bindung maßgebli-
che Rolle (Abbildung 1 a,b). Es ist leicht nachvollziehbar,
dass die Methylgruppe neue Interaktionsmçglichkeiten f�r
die neu hinzu gekommenen Wassermolek�le schafft und
diese dann durch Van-der-Waals-Kontakte stabilisierend in
Position h�lt. Andererseits werden zwei Wassermolek�le, die
in TLN-1 durch Wasserstoffbr�cken mit Asn111(C=O) in-
teragieren (Abbildung 1 a, eingekreist in Hellblau) aufgrund
von sterischen Abstoßungen mit der zus�tzlichen Methyl-
gruppe aus dem Komplex verdr�ngt. Das Aufreißen des
durchgehend verkn�pften Wasserstoffbr�ckennetzes macht
die exotherme Bindung von 1 um einiges ung�nstiger, w�h-
rend die Bindung von 2 aufgrund einer st�rkeren Fixierung
des gesamten Wassernetzwerkes entropisch benachteiligt
wird. Demzufolge wird eine insgesamt Enthalpie-getriebene
Reaktion beim Vergleich von 1 mit 2 verst�ndlich und kann
formal als ein „nicht-klassischer hydrophober Effekt“ be-
zeichnet werden.

Das Ethyl-Derivat 3 zeigt eine nahezu identische ther-
modynamische Signatur wie 2. Die Enthalpie sowie die En-
tropie werden beim Vergleich mit 2 umso g�nstiger. Das DDG
verbessert sich hier um �2.2 kJmol�1 und spiegelt damit
einen Wert wider, der sich im typischen Bereich f�r eine
g�nstig platzierte Methylgruppe befindet. Dieser gemessene
Wert stimmt sehr gut mit der abgesch�tzten Desolvatations-
energie f�r eine Methylgruppe �berein. Auch in 3 scheint das
Ausmaß der konformativen Freiheit eher von untergeordne-
tem Interesse zu sein. Hinsichtlich des Wassernetzwerkes ist
TLN-3 nahezu identisch mit TLN-2. Die Isopropyl- und n-
Propyl-Derivate 4 und 5 haben zwar vergleichbare thermo-
dynamische Eigenschaften, aber sie haben verschiedene
Enthalpie/Entropie-Werte bezogen auf das vorherige Paar 2/
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3. Die verzweigte und starrere Valyl-Seitenkette in TLN-4 ist
�ber zwei Konformationen verteilt und hat zudem �ber un-
vorteilhafte sterische Kontakte einen Einfluss auf den Ord-
nungszustand des gegen�berliegenden Leu202. Das flexiblere
P2’-n-Propyl-Ger�st in TLN-5 scheint zwar geordnet zu sein,
jedoch kann aus kristallographischer Sicht ein gewisser Grad
an Unordnung nicht vollst�ndig ausgeschlossen werden.
Zudem sind zwei das Wassernetzwerk in TLN-2 und -3 st�t-
zende Wassermolek�le am unteren Ende der Tasche nicht
sichtbar und das Gesamtnetzwerk wirkt offenkundig unvoll-
st�ndig in TLN-4 und -5. Dies sollte, vergleichbar zu TLN-1,
zu einem enthalpischen Nachteil und einem entropischen
Vorteil f�hren. Beide Aspekte, die Unordnung und die
Wasserverdr�ngung, bevorteilen den entropischen Beitrag
von TLN-4 und -5. Dennoch wird in Bezug auf die freie
Bindungsenthalpie dieser Vorteil nahezu vollst�ndig kom-
pensiert. Trotzdem ist es bemerkenswert festzustellen, dass
TLN-4 und -5 nicht nur ein �hnliches thermodynamisches
Profil sondern auch eine verbl�ffende signifikante �hnlich-
keit der lokalen Wasserstruktur miteinander gemeinsam
haben. Der hydrophobe Effekt, der auf die Unterschiede von
2/3 zu 4/5 zur�ckgeht, kann als „klassischer Entropie-getrie-
bener hydrophober Effekt“ angesehen werden.

Alle vier Komplexe TLN-2, -3, -4 und -5 weisen ein
Wassermolek�l an einer Position auf, die der Carboxylat-
Gruppe des Liganden aufsitzt. Sie alle haben ein um ca.
10 kJ mol�1 st�rkeres enthalpisches Signal als die Komplexe
TLN-1, -6, -7 und -8, die alle kein Wassermolek�l an dieser
Stelle aufweisen. Seine r�umliche Position sollte aus elek-
trostatischen Gr�nden energetisch vorteilhaft sein. Die Un-
tersuchung der H�ufigkeit solcher Carboxylat-Wasser-Kon-
takte in Proteinstrukturen war Teil einer Studie von Paulini
et al.[34] und zudem konnte eine klare Pr�ferenz f�r diese
Geometrie bei einer Zusammenstellung von Carboxylat-
Wasser-Kontakten mittels IsoStar[35] gefunden werden.

TLN-6 und -7 vermçgen ihre sec-Butyl- und Isobutyl-
Gruppen in einer geordneten Weise in die S2’-Taschen zu
platzieren. Erneut erfahren beide Komplexe sehr �hnliche
Enthalpie/Entropie-Profile mit einem starken enthalpischen
Nachteil und einem entropischen Vorteil im Vergleich zu den
Komplexen des Paares 4/5. Hinsichtlich des Solvatations-
zustands werden �hnliche Netzwerke beobachtet, die sich um
die terminalen hydrophoben Seitenketten des Liganden her-
umwickeln und sich entlang des Rands der S2’-Tasche orien-
tieren. Im Vergleich zu TLN-2 und -3, haben in TLN-6 zwei
Wassermolek�le ihre Position derart nach außen verlagert,
dass dadurch ein erweitertes Wassernetzwerk ermçglicht
wird. Das „capping water“ �ber der Carboxylat-Gruppe ist
nicht l�nger sichtbar, da augenscheinlich sterische Absto-
ßungen mit dem deutlich raumerf�llenderen Butyl-Rest dies
nicht zulassen. Offensichtlich ist die Freisetzung dieses spe-
ziellen Wassermolek�ls einer der Gr�nde, weshalb die Ent-
halpie in diesem Fall verliert und die Entropie gewinnt. Alles
in allem w�re dies dem „klassischen hydrophoben Effekt“
zuzuordnen.

Als letzter Inhibitor in der Reihe verliert das Benzyl-
Derivat 8 2.9 kJmol�1 an DDG verglichen mit 7. Dieser Preis
wird durchweg in Enthalpie beglichen und steht in unmittel-
barem Zusammenhang mit der r�umlichen Kollision des

Phenyl-Restes mit der Carbonylgruppe der Hauptkette von
Asn111. Auch in diesem Komplex wird das „capping water“
aus der Position �ber der Carboxylat-Gruppe verdr�ngt. Die
Wasserstruktur scheint sich dabei zum unteren Ende der S2’-
Tasche auszud�nnen. Dennoch kommt ein Wassermolek�l,
das schon in TLN-2 und -3 populiert war, in der N�he des
Liganden neu hinzu (Abbildung S5a). Dieses Wassermolek�l
wird hçchstwahrscheinlich an seiner kritischen Position da-
durch stabilisiert, dass es senkrecht auf dem terminalen aro-
matischen Ring des Phenyl-Rests interagiert (Abbildung 1h,
eingekreist in Violett). Verglichen mit TLN-6 und -7 b�ßt der
hydrophobe Effekt in TLN-8 vorwiegend an Enthalpie ein.
Zudem nimmt TLN-8 durch den nach außen gerichteten
Phenylrest ein neues Wassermolek�l auf.

Die beschriebenen strukturellen Eigenschaften in der
N�he der S2’-Tasche zeigen, dass einfache auf vergrabene
Ligand- und Proteinoberfl�chen getrimmte Modelle[36, 37] f�r
die Beschreibung von Desolvatationseffekten von in der
Grçße unterschiedlichen Liganden bei weitem nicht ausrei-
chen, um die beobachteten thermodynamischen Unterschie-
de nachvollziehbar erkl�ren zu kçnnen. �berraschenderwei-
se spielen Unterschiede in den Konformationseigenschaften
der P2’-Seitenkette eine untergeordnete Rolle. Die Anzahl
rotierbarer Bindungen variiert zwar in Abh�ngigkeit von der
Grçße der Substituenten, aber eine messbare Auswirkung auf
die Bindung blieb jedoch aus. Der Ligand mit seiner gebun-
denen Seitenkette bildet zusammen mit dem Protein die neu
geformte Komplexoberfl�che. Wassermolek�le lagern sich
entlang dieser neuen Oberfl�che an und arrangieren sich
entsprechend ihrer stark strukturpr�genden Eigenschaften.
Sie vermçgen sogar die Bindungsgeometrie des Liganden in
einer Art anzupassen, dass ein bestmçglicher Kompromiss
zwischen der G�te des Wassernetzwerkes und des Bin-
dungsmodus ermçglicht wird. In der Summe beschreiben all
diese Beitr�ge, ausgehend von der separaten Solvatation
beider Bindungspartner im ungebundenen Zustand bis zur
Solvatation des gebildeten Komplexes, quantitativ die beob-
achteten thermodynamischen Profile. Da TLN ein sehr star-
res Proteinmolek�l darstellt, sind Einfl�sse aufgrund von
�nderungen der Restmobilit�t von Proteinresten oder gar
induzierte Anpassungen auf Proteinseite, abgesehen von
TLN-8, nicht relevant. Auch wenn unsere Diskussion nur auf
qualitative Korrelationen hinzielt, ist es bemerkenswert, dass
Komplexe mit Seitenketten vergleichbarer Grçße und ver-
gleichbarer Anzahl rotierbarer Bindungen eine sehr �hnliche
thermodynamische Signatur aufweisen.

Die vorgestellte Serie beschreibt und erkl�rt im Detail
inwieweit sich �nderungen in der ersten Solvatationsschicht
in der Umgebung einer Bindetasche auf die Bindungsaffinit�t
auswirken. Es ist gezeigt worden, dass Wassernetzwerke sich
durchaus modulierend auf Struktur-Aktivit�ts-Beziehungen
auswirken. Ein Steigern der hydrophoben Eigenschaften an-
gef�gter funktioneller Gruppen innerhalb einer hydrophoben
Tasche ist seit jeher mit dem hydrophoben Effekt in Verbin-
dung gebracht worden. Dieser Effekt geht entweder mit einer
enthalpischen oder entropischen Signatur einher.[6, 7, 11,12]

Kristallstrukturanalysen zusammen mit ITC-Daten der un-
tersuchten Komplexe unterstreichen, dass beide Faktoren,
sowohl Enthalpie wie auch Entropie, zum hydrophoben
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Effekt beitragen und dass viele strukturelle Detailph�nome-
ne die endg�ltige Signatur der Bindung bestimmen. Wenn
beispielsweise ein durchgehend verkn�pftes Wassernetzwerk
wie in TLN-1 geschehen unterbrochen wird, resultiert daraus
im relativen Vergleich zu TLN-2 ein entropischer Gewinn,
w�hrend enthalpisch der Ligand verliert.[26] Der Verlust von
Wasserstoffbr�cken beim Aufreißen des Wassernetzwerks
erlaubt dem Gesamtsystem mehr Freiheitsgrade und die
Energie verteilt sich auf mehr Freiheitsgrade. Die Verdr�n-
gung von geordneten Wassermolek�len kann entropisch
g�nstig sein. Andererseits kann die Freisetzung von bereits
weitgehend ungeordneten Wassermolek�len ein vorwiegend
enthalpisches Signal liefern.[6–9] Wenn Teile des Liganden
Taschen besetzen, die frei zug�nglich und exponiert sind f�r
das umgebene Wasser, dann kçnnen sogar neue Bindungs-
areale f�r zus�tzliche Wassermolek�le ausgebildet werden. In
unserer Studie wurden Bindestellen f�r das „capping water“
und das dem Phenylring zentral aufsitzende Wassermolek�l
geschaffen. Besonders das „capping water“ liefert einen si-
gnifikanten Beitrag. Den vier Komplexen TLN-1, -6, -7 und -8
fehlt dieses Wassermolek�l aufgrund von sterischen Kon-
flikten, und sie verlieren alle an Bindungsenergie vorwiegend
aus enthalpischen Gr�nden. Dieser enthalpische Verlust wird
teilweise kompensiert durch einen g�nstigen entropischen
Term, da in diesen Komplexen der f�r das Einfangen des
Wassermolek�ls �blicherweise zu zahlende entropische Preis
ausbleibt. All diese Ph�nomene leisten ihren eigenen Beitrag
auf molekularer Ebene. Die �berlagerung all dieser Beob-
achtungen zeigt sich schließlich am Ende als der „hydrophobe
Effekt“. Zusammenfassend ist festzuhalten, dass jedoch keine
allgemeing�ltige Regel aufzustellen ist, die vorhersagen
kçnnte, wann sich der hydrophobe Effekt vorwiegend mit
entropischer bzw. enthalpischer Signatur offenbart. Kleine
strukturelle �nderungen in den Bindungseigenschaften der
Wassermolek�le auf molekularer Ebene bestimmen letzt-
endlich dar�ber, ob eine hydrophobe Bindung enthalpisch
oder entropisch getrieben ist.

Zugegebenermaßen geht diese Studie an die Grenzen der
heute mçglichen experimentellen Genauigkeit in der Unter-
suchung von Protein-Ligand-Komplexen. Die Interpretation
der Differenzelektronendichte hinsichtlich der Anwesenheit
von Wassermolek�len ist �ußerst kritisch und h�ngt stark von
der Auflçsung und von Ordnungsph�nomenen ab. In der
vorgestellten Studie zeigen jedoch alle acht Kristallstrukturen
nahezu �hnliche und untereinander konsistente Wassermus-
ter. Dies unterstreicht die Zuverl�ssigkeit der Methode und
gibt Vertrauen beim Absch�tzen der Relevanz der Daten.
Unsere Strukturdaten beziehen sich auf die Analyse von
Kristallen, die beim Schockgefrieren ein Abbild der Ver-
h�ltnisse bei Raumtemperatur konservieren.[38] Die thermo-
dynamischen Daten wurden dagegen in Lçsung aufgenom-
men. Trotz der Unterschiedlichkeit in der Methodik ist
durchaus ein sehr schl�ssiges und konsistentes Bild entstan-
den. �berraschende paarweise auftretende systematische
�nderungen in den thermodynamischen Daten lassen sich f�r
Komplexe mit verwandten Liganden beobachten. Die ther-
modynamischen Eigenschaften korrelieren sehr �berzeugend
mit den strukturellen �nderungen. Die vorliegende Arbeit
liefert zwar kleine, aber daf�r sehr wichtige Details. Com-

putermethoden versuchen stets, molekulare Eigenschaften
auf atomarer Ebene zu simulieren, und dabei sind sie massiv
auf die Summation vieler kleiner Details angewiesen.[39]

Jedoch werden die hier aufgedeckten Ph�nomene f�r ge-
wçhnlich in Computersimulationen nicht als relevant einge-
stuft, vermutlich da man ihre Relevanz f�r Protein-Ligand-
Wechselwirkung, f�r Struktur-Aktivit�ts-Beziehung und f�r
das rationale Wirkstoffdesign im Allgemeinen nicht wirklich
zuverl�ssig abzusch�tzen weiß. Die hier vorgestellte Studie
liefert aber wichtige Einblicke in die Bedeutung mit der diese
Details den Bindungsprozess beeinflussen. Eine Ber�cksich-
tigung dieser Details in Computersimulationen wird diese
nicht notwendigerweise einfacher machen, aber es wird ihnen
zuverl�ssiger gelingen, die Bindungsaffinit�t und andere As-
pekte der molekularen Erkennung besser abzusch�tzen.

Experimentelles
Koordinaten und Strukturfaktoren wurden in der Protein Data Bank
mit den folgenden Zugangscodes deponiert: TLN-3-Komplex 3T87;
TLN-4-Komplex 3T8H; TLN-5-Komplex 3T8C; TLN-6-Komplex
3T8D; TLN-8-Komplex 4D9W. TLN-1 und TLN-2 wurden in einer
fr�heren Arbeit als 3T8G und 3T74 verçffentlicht. TLN-7 (4H57)
wurde erneut verfeinert. Die neu deponierten Koordinaten haben die
fr�heren Verfeinerungsergebnisse ersetzt.
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