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Ein einfaches Verfahren zur Absch�tzung von
Affinit�tsunterschieden bei der Bindung von
Enantiomeren an Targetproteine ohne vorherige
Trennung der Racemate
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Bei der Suche nach neuen Wirkstoffen werden m�gliche
Leitstrukturen nach ihrer Synthese zun�chst auf Aktivit�t an
einem bestimmten Zielprotein getestet. Eindeutige Ergeb-
nisse liefern nur enantiomerenreine Verbindungen. Da aber
die Trennung eines Racemats in seine Enantiomere mit er-
heblichem analytischem Aufwand verbunden ist, wird in
ersten Screenings meist darauf verzichtet. Sobald biologische
Aktivit�t eines racemischen Gemischs beobachtet wird, stellt

sich die Frage, wie groß der Beitrag der einzelnen Enantio-
mere dazu ist. Entweder ist ein Enantiomer als reiner Ballast
anzusehen, da es nicht bindet, oder beide Enantiomere tragen
zur Bindung bei, jedoch nicht notwendigerweise in gleichem
Ausmaß.[1–5] Welcher Fall vorliegt, h�ngt stark von der Art der
Wechselwirkung mit dem Protein und von der Bindungsgeo-
metrie der Enantiomere ab. F2r die rationale Optimierung
eines Wirkstoffes ist entscheidend, wie Stereochemie und
biologische Aktivit�t korreliert sind. Folglich ist die oft
langwierige und aufw�ndige Enantiomerentrennung eine
notwendige Voraussetzung f2r die gezielte Optimierung.
Daher besteht Bedarf an einfachen Verfahren, mit denen die
unterschiedliche Bindungsaffinit�t eines Enantiomerenpaa-
res m�glichst ohne Trennung des Racemats anhand einfacher
Untersuchungen festgestellt werden kann. Ein solches Ver-
fahren stellen wir hier vor.

Die isotherme Titrationskalorimetrie (ITC)[6,7] eignet sich
als vielseitige Methode zur Bestimmung von Dissoziations-
konstanten f2r die Bindung von Liganden an Proteine. Eine
gepufferte L�sung des Liganden wird zu der des Zielproteins
titriert und die dabei umgesetzte W�rmemenge quantitativ
vermessen. Mit steigender Konzentration des Liganden in der
Proteinl�sung wird das Protein abh�ngig von der Bindungs-
konstante zunehmend ges�ttigt. Der Grad der S�ttigung mit
dem Liganden spiegelt sich in der Titrationskurve wider, aus
deren Verlauf die Bindungskonstante (oder als Kehrwert die
Dissoziationskonstante) ermittelt werden kann.

Wir haben eine Serie racemischer Serinprotease-Inhibi-
toren (1–7) auf ihr Bindungsverhalten gegen Trypsin und
Thrombin untersucht (Schema 1) und ihre Kristallstrukturen
mit den entsprechenden Enzymen bestimmt. Zur Kristalli-
sation wurden L�sungen der Racemate verwendet, dennoch
zeigt die Differenzelektronendichte jFo j � jFc j deutlich,
dass nur ein Enantiomer gebunden wurde, h�chstwahr-
scheinlich das mit der h�heren Affinit�t. In vorangegangenen
Untersuchungen war es Obst et al. gelungen,[8–10] die Enan-
tiomere von 1 zu trennen und ihre Bindungskonstanten durch
photometrische Messungen zu bestimmen (Schema 1, Tabel-

Tabelle 1: Bindungskonstanten von 1–10 gegen Trypsin und Thrombin
aus photometrischen Messungen.[a]

Ligand Bindungskonstante Selektivit(t
Trypsin
Ki [nm]

Thrombin
Ki [nm]

Ki(Trypsin)/
Ki(Thrombin)

rac-1 9900 13 760
(+)-1 5500 7 785
(�)-1 120000 5600 21
rac-2 2300 10 230
rac-3 1680 8 210
rac-4 4420 1700 2.6
rac-5 5040 1400 3.6
rac-6 7315 95 77
rac-7 7700 1100 7
rac-8 690
d-8 230
l-8 35000
9 30000
10 400

[a] Ki= [Enzym] [Ligand]/[Enzym·Ligand].
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le 1). Interessanterweise bindet (+)-1 um den Faktor 800
st�rker an Thrombin als (�)-1, w�hrend die Bindungsaffinit�t
von (+)-1 zu Trypsin nur um den Faktor 22 gr�ßer ist als die
des Stereoisomers (Tabelle 1). F2r alle anderen Derivate der
Serie sind nur Daten zur Bindung der Racemate vorhanden.
Die Trennung der Enantiomere von rac-1 wurde auf der Stufe
eines Zwischenproduktes bei der Synthese durchgef2hrt und
erforderte erheblichen Aufwand.[8, 9]

Im Hinblick auf die Affinit�ten von (+)/(�)-1 ist inter-
essanterweise zu beobachten, dass bei beiden Enzymen nur
das potentere (+)-Enantiomer in der Kristallstruktur beob-
achtet wird. F2r die weitere Optimierung w�re es aber w2n-
schenswert, auch die Enantioselektivit�t der anderen Ligan-
den aus der Serie zu kennen. Dazu wurden ITC-Messungen
mit den racemischen Mischungen durchgef2hrt. In einigen
F�llen ergaben sich eindeutig zweistufige Titrationskurven
(Abbildung 1). Bei genauerer Betrachtung der 2brigen
Kurven, die auf den ersten Blick dem typischen Verlauf f2r
die Bindung eines einzelnen Liganden entsprachen, zeigte
sich jedoch eine leichte Schulter entweder zu Beginn oder
gegen Ende der Titration, was einen zweistufigen Bindungs-
prozess vermuten l�sst. Diese Abweichungen vom einfachen
sigmoidalen Kurvenverlauf interpretieren wir als gegenseitige
Verdr�ngung oder kompetitive Bindung beider Enantiomere
an das Protein. Der konkrete Verlauf der Titrationskurve

h�ngt vom Affinit�tsunterschied beider Enantiomere zum
Rezeptor ab.

Wir gehen von folgendem Modell f2r die Bindung aus:
Das racemische Gemisch wird in die Proteinl�sung titriert.
Solange noch keine 1:1-St�chiometrie zwischen Racemat und
Protein erreicht ist, findet jedes Molek2l des hinzutitrierten
Liganden eine unbesetzte Bindungsstelle. Anschließend
2berlagern sich zwei kompetitive Gleichgewichte, wobei die
Geschwindigkeiten der Assoziation und Dissoziation von den
Bindungsaffinit�ten der beiden Enantiomere zum Protein
abh�ngen. Das st�rker bindende Enantiomer bleibt durch-
schnittlich l�nger gebunden, das schw�cher bindende Enan-
tiomer wird schneller ausgetauscht. Dementsprechend wird
die Form der aufgenommenen Titrationskurve zu Beginn des
Experiments durch die durchschnittliche Bindungskonstante
des Racemats bestimmt, deren Wert die Steigung der Kurve
festlegt. Sobald eine 1:1-St�chiometrie in der Proteinl�sung
vorhanden ist, ersetzt das st�rker bindende Enantiomer
schrittweise das schw�cher bindende. Dies geschieht solange,
bis das gesamte Protein nahezu mit dem st�rker bindenden
Isomer ges�ttigt ist und die Titrationskurve einen sigmoidalen
S�ttigungsverlauf annimmt. Ist der Affinit�tsunterschied
zwischen beiden Isomeren nicht sehr groß, muss sich das
st�rker bindende Enantiomer erst in der L�sung anreichern,
bevor es das schw�cher bindende Enantiomer messbar ver-

Schema 1. Strukturformeln der mikrokalorimetrisch und kristallographisch untersuchten Ligandenserie 1–7 (gezeigt sind die st(rker bindenden
Enantiomere). Zus(tzlich wurden zur Dberpr<fung der Methode die Liganden rac-Napap (8), Napsagatranethylester (9) und CRC220 (10) verwen-
det (gezeigt sind ebenfalls die st(rker affinen Isomere).
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dr�ngt. Daher flacht in diesem Fall die Titrationskurve in
ihrem mittleren Teil etwas ab. Die Form der zweiten Stufe in
der Kurve wird haupts�chlich von der Bindungskonstanten
des st�rker bindenden Enantiomers bestimmt, das das
schw�cher bindende verdr�ngt. Dieser Teil der Titration
�hnelt dem Fall einer h�ufig angewendeten Variante, bei der
die Affinit�t eines sehr stark bindenden Liganden ermittelt
wird, indem man das Zielprotein zuvor mit einem schw�cher
bindenden Liganden inkubiert.[11] Allerdings muss ber2ck-
sichtigt werden, dass bei unseren Experimenten mit den
Racematen auch die Konzentration des schw�cher bindenden
Liganden w�hrend der Titration st�ndig ansteigt. Es liegt
somit eine kompliziertere Fberlagerung der Assoziations-
gleichgewichte vor.

Um dieses Modell zu 2berpr2fen, f2hrten wir Titrationen
mit dem Racemat sowie den getrennten Enantiomeren von
Napap (8) gegen Trypsin durch. Entsprechend zuvor ver�f-
fentlichter kinetischer Daten unterscheiden sich die beiden
Enantiomere um den Faktor 152 in der Bindung an Trypsin
(d-Napap: Ki = 0.23 mm, l-Napap: Ki = 35 mm, rac-Napap:
Ki = 0.69 mm).[12,13] Die Titration mit den einzelnen Enantio-
meren ergab Kd-Werte (1/Ki) f2r d-Napap von (43.9� 4.4) J
105

m
�1, f2r l-Napap von (0.2� 0.1) J 105

m
�1 sowie f2r rac-

Napap von 14.5 J 105
m

�1.
Aus der ITC-Messung mit dem Racemat ergab sich Kd =

(12.4� 2.1) J 105
m

�1 f2r die erste Stufe und (40.57� 13.8) J
105

m
�1 f2r die zweite Stufe.[14] Dieses Ergebnis stimmt sehr

gut 2berein mit der Annahme, dass die erste Stufe der Ti-
trationskurve die durchschnittliche Bindungskonstante des
Racemates ann�hert, w�hrend die zweite Stufe der Bin-
dungskonstanten des st�rker bindenden Isomers entspricht.
Als weiteres Testsystem wurde von uns eine 1:1-Mischung
von enantiomerenreinem Napsagatranethylester (9)[15] und
CRC220 (10)[16] als Liganden f2r Trypsin untersucht. Beide
unterscheiden sich in ihrer Affinit�t um den Faktor 75.[17]

Gleichzeitig wurden Messungen mit den einzelnen Kompo-
nenten durchgef2hrt. Wiederum ergab sich bei der Titration

des Gemischs eine zweistufige Titra-
tionskurve, deren getrennte Auswer-
tung f2r die einzelnen Stufen[14] eine
gute Fbereinstimmung mit den Bin-
dungskonstanten des Gemischs und
des st�rker bindenden Liganden
CRC220 zeigte. F2r die Ligandense-
rie 1–7 konnten wir zweistufige Ti-
trationskurven f2r rac-2, rac-3 und
rac-6 bei der Titration gegen
Thrombin beobachten. Ist der Kur-
venverlauf deutlich in zwei sigmoi-
dale H�lften geteilt, so deutet das auf
einen Unterschied in den Bindungs-
konstanten um den Faktor 50 bis 200
hin.[18] Bei der Titration von Throm-
bin mit rac-1 zeigt sich eine leichte
Verformung am Beginn der Kurve
(Abbildung 1c), was gut mit dem
photometrisch gemessenen Unter-
schied der Bindungskonstanten um
den Faktor 800 2bereinstimmt.[10] Die

Titrationskurven f2r rac-4, rac-5 und rac-7 gegen Thrombin
und die f2r alle Racemate gegen Trypsin deuten gegen Ende
geringe Abweichungen vom exakt einstufigen sigmoidalen
Verlauf an. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass beide
Enantiomere mit �hnlicher Affinit�t an das Protein binden.

Es stellte sich die Frage, ob diese Beobachtungen anhand
der kristallographisch bestimmten Bindungsgeometrien der
(+)-Enantiomere an Trypsin und Thrombin gedeutet werden
k�nnen.[19] Zun�chst soll die Bindung dieser Antipoden dis-
kutiert werden. Alle Liganden unterscheiden sich in der
Gr�ße ihrer C1-Substituenten (Schema 1 und Abbildung 2).
Diese hydrophobe Gruppe wurde eingef2hrt, um die S2-
Tasche des Thrombins zu besetzen, die r�umlich durch die
60er-Schleife begrenzt wird (Abbildung 2b). In Trypsin ist
dieser Bereich der Bindetasche frei solvenszug�nglich. Daher
erh�ht eine optimale Ausf2llung der S2-Tasche die Selekti-
vit�t gegen2ber Thrombin. Dieser Effekt ist tats�chlich bei
den (+)-Enantiomeren von 1, 2, 3 und 6 zu beobachten, die
st�rker an Thrombin und schw�cher an Trypsin gebunden
werden. Noch sperrigere Substituenten an dieser Position, wie
bei 4, 5 und 7, wirken sich nachteilig auf die Thrombinbin-
dung aus, da sie offensichtlich weniger gut in die S2-Tasche
passen. Die Affinit�t dieser Liganden gegen Trypsin korre-
liert dagegen nur geringf2gig mit der Gestalt ihrer Substitu-
enten an C1 (Tabelle 1). Dieses kann leicht mit der weit ge-
�ffneten, kaum strukturierten Bindetasche des Trypsins in
dieser Region erkl�rt werden (Abbildung 2a).

Interessanterweise binden alle (�)-Enantiomere der vor-
liegenden Ligandenserie mit �hnlicher Affinit�t an Trypsin
wie ihre optischen Antipoden. Bei der Bindung an Thrombin
zeigen auch die schw�cher bindenden Liganden (�)-4, (�)-5
und (�)-7 mit einem volumin�seren C1-Substituenten ver-
gleichbare Affinit�ten wie ihre (+)-Antipoden. Es weisen
also nur bei Thrombin die einzelnen Enantiomere von 1, 2, 3
und 6 einen ausgepr�gten Unterschied in ihren Bindungsaf-
finit�ten auf. Durch Modellierung kann gezeigt werden, dass
die Inversion der Konfiguration von 1–7 zu einer Geometrie

Abbildung 1. Titrationskurven von racemischen und enantiomerenreinen Liganden gegen Trypsin und Throm-
bin: a) Titration von d-Napap (8) gegen Trypsin; es ergibt sich eine einstufig sigmoidale Kurve, die Titations-
kurve des optischen Antipoden hat eine sehr (hnliche Form, lediglich mit geringerer Steigung (hier nicht
abgebildet). b) Titration von rac-Napap (8) gegen Trypsin; man erh(lt eine zweistufige Titrationskurve mit
zwei sigmoidalen H(lften. c) Titration von rac-1 gegen Thrombin; die Enantiomere unterscheiden sich in
ihrer Affinit(t um den Faktor 800, daher wird die zweistufige Titrationskurve nur zu Beginn der Messung
andeutungsweise beobachtet. d) Titration von rac-2 gegen Thrombin; eine deutlich zweistufige Kurve l(sst
auf einen Unterschied in der Affinit(t der Enantiomere zu Thrombin von etwa einem Faktor 100 schließen.
e) Titration von rac-1 gegen Trypsin; beide Enantiomere binden um den Faktor 22 unterschiedlich an Trypsin,
daher wird nur gegen Ende des Experiments die Andeutung einer zweistufigen Titrationskurve sichtbar.
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des Grundger2stes f2hrt, die leicht in der Bindetasche sowohl
von Trypsin als auch Thrombin eingepasst werden kann
(Abbildung 2c). Abgesehen vom C1-Substituenten sind die
Kontakte beider Enantiomere mit dem Protein vergleichbar.
Trypsin hat eine offene Bindetasche in der N�he des C1-
Substituenten, daher treten hier keine Unterschiede in Ab-
h�ngigkeit von der Orientierung dieses Substituenten auf.
Offensichtlich ebenfalls aufgrund schlechter Anpassung
f2hren die sperrigen C1-Substituenten von 4, 5 und 7 nicht zu
einer unterschiedlich starken Thrombinbindung beider
Enantiomere. F2r die Liganden 1, 2, 3 und 6 mit kleineren C1-
Substituenten liegt jedoch eine andere Situation vor: Hier
tritt eine signifikante Diskriminierung zwischen beiden
Enantiomeren auf (ca. Faktor 50–200 f2r 2, 3 und 6 ; 800 f2r

1). Diese Tatsache ist h�chstwahrscheinlich Folge der vor-
teilhafteren sterischen Anpassung an die S2-Tasche des
Thrombins, wobei die Isopropylgruppe von (+)-1 eine opti-
male F2llung der S2-Tasche erreicht. Die Ausrichtung der
Isopropylgruppe im invertierten (�)-1 erweist sich als un-
g2nstiger und wird vom Protein �hnlich wie die sperrigen
Reste der (�)-Enantiomere von 4, 5 und 7 erkannt. F2r 2, 3
und 6 ist der Affinit�tsunterschied beider Enantiomere we-
niger ausgepr�gt, vermutlich weil der schlankere Cyclopro-
pylrest von 2 und die konformativ flexiblen Ethylgruppen von
3 und 6 bei den (�)-Derivaten besser vergleichbar zu den
Antipoden in die enge S2-Tasche des Thrombins passen
(Abbildung 2d).

Die vorgestellten Untersuchungen verweisen auf ein
einfaches Verfahren, mit dem die unterschiedliche Bin-
dungsaffinit�t eines Enantiomerenpaares auch ohne Tren-
nung des Racemats unter Verwendung der isothermen Ti-
trationskalorimetrie abgesch�tzt werden kann. Prinzipiell
kann jede durch ITC messbare Ligandenbindung mit dem
Verfahren ausgewertet werden. Die Empfindlichkeit der ITC
h�ngt stark vom produzierten W�rmesignal ab.[18] Dieses wird
durch den enthalpischen Beitrag zur Bindung, die L�slichkeit
der Bindungspartner und die gew�hlte Messtemperatur be-
einflusst. Das Fenster f2r die Beobachtung einer gut ausge-
pr�gten zweistufigen Titrationskurve liegt bei Affinit�tsun-
terschieden von ca. 50–200. Weisen die Enantiomere einen
großen Affinit�tsunterschied (� 1000fach) auf, so erscheint
eine kleine Schulter am Anfang der sigmoidalen Kurve. Ist
der Unterschied nur gering (< 50fach), wird gegen Ende des
Experiments eine Schulter beobachtet. Eine Serie von
gleichartigen Liganden, die sich lediglich in der Gr�ße eines
Substituenten unterscheiden, wurde untersucht, um zu
zeigen, dass die beobachteten Unterschiede im Bindungs-
verhalten der Enantiomere auf Unterschiede bei der struk-
turellen Anpassung der Isomere an zwei verwandte Serin-
proteasen zur2ckgef2hrt werden k�nnen. So wird deutlich,
wie die Diskriminierung von Enantiomeren bestimmt wird,
was zur Entwicklung von selektiveren Liganden beitragen
kann. Diese Informationen 2ber die Stereochemie sind von
herausragender Bedeutung bei der Optimierung eines Li-
ganden w�hrend der Wirkstoffentwicklung.
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