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Peptidbindungsisomerisierung
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Ubergangszustands und die Enzymdynamik direkt
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Wie erreichen Enzyme die aulleror-
dentliche Erniedrigung der Aktivie-
rungsenergie bei der Umwandlung von
Substraten in Produkte? Diese Frage
wird schon seit dem Beginn der enzy-
mologischen Forschung intensiv disku-
tiert. Als besonders bedeutsam kristalli-
sierten sich dabei fiinf Katalysemecha-
nismen heraus:['!
1) Katalyse durch Vororientierung und
Annéherung der Reaktanten
2) kovalente Katalyse
3) allgemeine Sdure-Base-Katalyse
4) Katalyse durch Ubergangszustands-
komplementaritédt des aktiven Zen-
trums
5) Katalyse durch konformative Ver-
formung der Reaktanten
Bereits seit 25 Jahren wird vermutet,
dass die interne Bewegung des Protein-
riickgrats und der Aminosdureseiten-
ketten nicht nur zur Bildung des En-
zym-Substrat-Komplexes, sondern auch
zur Substratumwandlung und damit zu
allen fiinf genannten Katalysemechanis-
men einen Beitrag leisten koénnte.?
Ausgehend von Kramers' Theorie wur-
de die Viskositidtsabhingigkeit der Be-
schleunigung der durch Carboxypepti-
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dase A katalysierten Reaktion nachge-
wiesen, und als Erkldrung wurde die
gehinderte Flexibilitdt des Proteins in
hoch viskosen Losungen angeboten.?
Die Verwendung der NMR-Spektrosko-
pie (Kernspinrelaxationsraten) zur Be-
antwortung proteindynamischer Frage-
stellungen hat unser Bild iiber die
Struktur der Enzyme von dem eines
starren Polymers hin zu dem eines
dynamischen Makromolekiils gewan-
delt.?4 Den ersten direkten Nachweis
der Beteiligung der Dynamik einzelner
Aminosédurenreste an der Bildung des
enzymgebundenen Ubergangszustands
haben kiirzlich Eisenmesser et al. ver-
offentlicht. Die Autoren konnten an der
durch Cyclophilin 18 (Cyp18) kataly-
sierten Reaktion nachweisen, dass sich
die Dynamik eines im aktiven Zentrum
des Enzyms gelegenen Aminosédurerests
im Takt der Katalyse #ndert.’] Das
untersuchte Protein gehort zu der 1984
erstmals beschriebenen Enzymklasse
der Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomera-
sen (PPlasen, EC 5.2.1.8).1°l Wegen ihres
partiellen Doppelbindungscharakters ist
die Peptidbindung planar. Bei der Um-
wandlung zwischen ihren beiden ther-
modynamisch stabilsten Konformatio-
nen (mit Rotationswinkeln w von 0°
(cis) bzw. 180° (trans), Schemal A)
muss eine Aktivierungsenergie von
75-100 kJmol~! aufgebracht werden.
PPIlasen konnen diese Barriere fiir Pep-
tidyl-Prolyl-Bindungen verringern und
so die Umwandlung zwischen den cis-
und trans-Konformeren in Oligopepti-
den und Proteinen katalysieren.[’! Dabei
beschleunigen sie neben der Faltung von
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denaturierten Proteinen, die eine cis-
Peptidyl-Prolyl-Bindung in ihrem gefal-
teten Zustand aufweisen, auch die Iso-
merisierung dieser Bindung im nativen
Zustand der Proteine.[]

Untersuchungen an Oligo- und Di-
peptiden sowie an N-Methylacetamid
ergaben, dass das trans-Konformer einer
Peptidbindung vom Typ sekundéires
Amid ca. 10-16 kJmol! stabiler ist als
das cis-Konformer. Fiir die Peptidyl-
Prolyl-Bindung vom Imid-Typ ist die
Stabilisierung des trans-Konformers mit
ca. 2-6 kJ mol~! wesentlich geringer und
fiihrt damit zu einem hoheren Gleich-
gewichtsanteil des cis-Konformers von
etwa 5-30% (Schema 1 B).['] Da die
cis/trans-Isomerisierung eine der ein-
fachsten chemischen Reaktionen ist,
eignen sich PPIasen besonders fiir enzy-
mologische  Grundlagenuntersuchun-
gen. In Schema 2 sind die drei wichtig-
sten in der Literatur diskutierten Kata-
lysemechanismen fiir PPlasen zusam-
mengefasst.
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Schema 1. cis- und trans-Konformationen einer
sekundadren Amid-Bindung (A) und einer Pep-
tidyl-Prolyl-Bindung (B).
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Schema 2. Ubersicht tiber die am intensivsten diskutierten Kataly-
semodelle zur enzymatischen cis/trans-lsomerisierung von Pepti-
dyl-Prolyl-Bindungen. A: Nucleophiler Angriff auf das Carbonylkoh-
lenstoffatom; B: Bildung und Stabilisierung eines Ubergangszu-
stands, in dem das Carbonylsauerstoffatom orthogonal zur Prolin-
ringebene orientiert ist; C: Destabilisierung des partiellen Doppel-
bindungscharakters durch die Interaktion des Imidstickstoffatoms
mit einem Elektrophil (Schema adaptiert nach G. Fischerl').

Von Fischer et al. wurde aufgrund
der Inaktivierung von Cypl8 durch
thiolmodifizierende Reagentien ge-
schlossen, dass eine SH-Gruppe als
Nucleophil am Carbonylkohlenstoff-
atom der Peptidyl-Prolyl-Bindung an-
greift und durch die Bildung eines
tetraedrischen Zwischenprodukts deren
partiellen  Doppelbindungscharakter
aufhebt (Schema 2 A).Fl Enzymkineti-
sche und kristallographische Daten fiir
eine weitere PPIase, Pinl, belegten, dass
die Bildung eines solchen Ubergangszu-
stands wahrscheinlich ist.[']

Dagegen folgerten Harrison und
Stein aus enzymkinetischen Experimen-
ten zum kinetischen sekundéren Isoto-
peneffekt, dass der Ubergangszustand
bei der Cypl8-katalysierten Reaktion
keine tetraedrische Struktur hat,'3! und
schlugen ein neues Katalysemodell vor:
Durch hydrophobe Wechselwirkungen
zwischen aktivem Zentrum und Pepti-
dyl-Prolyl-Bindung werden die polaren
Resonanzstrukturen der Peptidbindung
geringer stabilisiert als im waissrigen
Medium und entsprechend der partielle
Doppelbindungscharakter der Bindung
aufgehoben. Die Peptidyl-Prolyl-Bin-
dung kann deshalb aus ihrer planaren
Struktur in einen Ubergangszustand
(w=90°) gedringt werden, in dem das
Carbonylsauerstoffatom senkrecht zur
Ringebene des Prolinrests orientiert ist
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(Schema 2 B). Unter-
suchungen mit Inhibi-
toren, die diesen Uber-
gangszustand nachah-
men, sowie NMR-
spektroskopische Mes-
sungen am enzymge-
bundenen Oligopeptid
konnten diesen Me-
chanismus jedoch
nicht bestéitigen.['* 1]
Y. Zhao und H. Ke
stiitzen durch die Auf-
klarung der Kristall-
struktur eines Cypl8-
Substrat-Komplexes
einen dritten, zuvor
von Kofron et al. vor-
geschlagenen Kataly-
semechanismus. Diese
hatten beobachtet,
dass die elektrophile
Guanidingruppe von
Arg 55 in rdumlicher
Néhe zum Prolin-Pep-
tidstickstoffatom liegt, und gefolgert,
dass bei der Bildung des enzymgebun-
denen Ubergangszustands eine Wasser-
stoffbriickenbindung gebildet werden
konnte. Dadurch wiirde die zur cis/
trans-Isomerisierung notwendige Akti-
vierungsenergie  verringert  (Sche-
ma 2 C).['%1l In Abbildung 1 ist das aus
den Kristallstrukturen abgeleitete akti-
ve Zentrum von Cypl8 dargestellt. In
Einklang mit dem von Kofron et al.
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Abbildung 1. Das aktive Zentrum von Cyp18,
abgeleitet aus der Kristallstruktur.'”l Amino-
siuren in der Nahe der Peptidyl-Prolyl-Bin-
dung des Substrats sind hervorgehoben. Der
C-Terminus des gebundenen Substratpeptids
(Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-NH-Np) befindet sich
links. Folgende Proteinvarianten sind beschrie-
ben: Arg-55-Ala (0.1% Restaktivitit), Phen-60-
Ala (0.32% Restaktivitat) und His-126-Gln
(0.5% Restaktivitit).

Angewandte

vorgeschlagenen Mechanismus zeigte

die Arg-55-Ala-Proteinvariante von

Cypl8 nur 0.1% der Aktivitdt des

Wildtypenzyms.

Kristallstrukturen spiegeln nur den
unter den gewihlten Kristallisationsbe-
dingungen thermodynamisch stabilsten
Grundzustand eines Enzym-Substrat-
Komplexes wider; sie sagen wenig iiber
seinen Ubergangszustand wihrend der
Katalyse aus. Dieser Grundzustand
kann sogar abseits der Reaktionskoor-
dinate liegen und damit einen Sackgas-
sen-Komplex darstellen. Ein weiterer
Nachteil kristallographischer Daten ist
ihre geringe Aussagekraft hinsichtlich
proteindynamischer Prozesse. Mit den
Methoden der NMR-Spektroskopie
konnen diese Einschrankungen {iber-
wunden werden. Fiir derartige Unter-
suchungen eignet sich die durch Cyp18
katalysierte Reaktion aus folgenden
Griinden:

1) Die Reaktion verlduft vollstindig
reversibel und ohne Nebenproduk-
te.

2) Im Gleichgewicht sind sowohl
Substrat als auch Produkt in dhnli-
cher Konzentration vorhanden.

3) Die Parameter der Katalyse liegen
im gleichen Zeitfenster wie die fiir
die Bestimmung der Proteindyna-
mik notwendigen NMR-spektrosko-
pischen Zeitskalen.

4) Die Struktur des Enzyms wurde
mittels NMR-Spektroskopie ermit-
telt.

5) Das Enzym wurde bereits mit einem
breiten Methodenspektrum gut un-
tersucht.

Durch NMR-spektroskopische Ana-
lyse der Linienverbreiterung der Oligo-
peptidsignale wiahrend der Katalyse ist
bekannt, dass die Affinititen fir die
Bindung des cis- und des trans-Kon-
formers im aktiven Zentrum von Cyp18
dhnlich sind.'¥! Dieselben Untersuchun-
gen lieferten Hinweise darauf, dass
wihrend der Katalyse der C-terminal
vom Prolinrest gelegene Teil des Sub-
strats rotiert, wihrend der N-Terminus
an Cypl8 fixiert bleibt. Anhand der
longitudinalen und transversalen Auto-
korrelationsraten R1 bzw. R2 wurde von
Eisenmesser etal. die Dynamik des
Proteinriickgrats in Abhingigkeit von
der Substratbindung quantifiziert."!
Proteindynamische Prozesse, die entwe-
der mit der Substratbindung oder mit
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der Enzymkatalyse korrelieren und sich
damit in einem Zeitfenster von Mikro-
bis Millisekunden bewegen, beeinflus-
sen die Autokorrelationsrate R2, wih-
rend R1 von strukturellen Fluktuatio-
nen im Picosekundenbereich abhingig
ist. Fiir zehn Peptidstickstoffatome von
Cypl8 (Arg55, Thr 68, Gly 72, Lys 82,
Leu98, Ser99, Alal101, Asp102,
Ala 103 und Gly 109) wurde nach Sub-
stratzugabe eine Anderung von R2,
jedoch nicht von R1 beobachtet. Alle
identifizierten  Peptidstickstoffatome
befinden sich in rdumlicher Nihe zum
Substratmolekiil, wenn auch nur einige
der zugehorigen Aminosdureseitenket-
ten einen direkten Kontakt zum in der
cis-Konformation gebundenen Substrat-
molekiil aufweisen (Arg55, Asp 102,
Ala 103).

Sowohl Substratbindungs- als auch
Katalyseprozesse konnen die chemische
Umgebung der beobachteten “NH-H-
Bindung im Peptidriickgrat beeinflussen
und so zu einer Anderung von R2
fithren. Um beide Effekte zu trennen,
wurde R2 in Abhidngigkeit von der
eingesetzten Substratkonzentration be-
stimmt. Peptidstickstoffatome von Ami-
nosdureresten, die nur an der Bindung
des Substratpeptids beteiligt sind, soll-
ten dann ihre groBte Anderung in R2
zeigen, wenn in der Losung gleiche
Anteile an freiem und gebundenem
Enzym vorliegen. Die Substratabhin-
gigkeit des Parameters R2 ldsst sich bei
neun der zehn identifizierten Amino-
sduren durch ein Modell beschreiben,
das nur die Bindung des Substrats mit
Cyp18 beriicksichtigt. Dagegen zeigt das
Stickstoffatom des Peptidriickgrats von
Arg 55 die groBte Anderung in R2 erst
bei Substratsittigung. Diese Anderung
kann nach der Interpretation der Auto-
ren nicht ausschlieBlich durch die Sub-
stratbindung zustande kommen. Sie fol-
gerten, dass die Katalyse der cis/trans-
Isomerisierung direkt mit der Dynamik
des Proteinriickgrats gekoppelt ist. Ein
weiteres Indiz dafiir, dass die Dynamik
von Arg55 an der katalysierten Um-

wandlung der cis- und frans-Konformere
direkt beteiligt ist, ergibt sich aus der
guten Ubereinstimmung der Geschwin-
digkeit der cis/trans-Isomerisierung mit
der Bewegung des Arg-55-Peptidriick-
gratstickstoffatoms. In einer weiteren
Arbeit konnten Eisenmesser et al. die
Erkenntnisse iiber die zentrale Bedeu-
tung von Arg 55 bei der Cypl8-kataly-
sierten cis/trans-Isomerisierung von pro-
linhaltigen Oligopeptiden auf ein nativ
gefaltetes Proteinsubstrat von Cyclophi-
lin iibertragen: Sie wiesen nach, dass die
Isomerisierung der Gly-89-Pro-Bindung
des nativen HIV-1-Hiillproteins durch
katalytische Mengen Cypl8 beschleu-
nigt wird.’) Die Arg-55-Ala-Proteinva-
riante von Cypl8 wies keine PPlase-
Aktivitdt gegeniiber diesem Substrat
mehr auf.

Mit den beschriebenen Experimen-
ten wurde somit von Eisenmesser et al.
erstmals direkt nachgewiesen, dass die
Anderung der Dynamik eines Peptid-
stickstoffatoms unmittelbar mit der Bil-
dung des enzymgebundenen Uber-
gangszustands gekoppelt ist. AuBerdem
konnte durch die Beteiligung von
Arg 55 in Cypl8 an der Katalyse der
cis/trans-Isomerisierung von Peptidyl-
Prolyl-Bindungen sowohl in Oligopep-
tiden als auch in nativ gefalteten Pro-
teinen nachgewiesen werden. Jedoch
gewdhren diese Messungen keine un-
mittelbaren Einblicke in die molekula-
ren Details der Beteiligung der Amino-
sdureseitenketten an der Katalyse.
Durch die Einbeziehung aller Seiten-
kettenatome des aktiven Zentrums in
proteindynamische Untersuchungen
wird sich das Modell der durch Cypl8
katalysierten Reaktion weiter prizisie-
ren lassen. Trotz der beschriebenen
neuen Einblicke in die Proteindynamik
von Cypl8 bleibt zu klédren, inwiefern
die im aktiven Zentrum gelegenen Ami-
nosdurereste und die in den Kiristall-
strukturen sichtbaren Wassermolekiile
an der Bildung des Ubergangszustands
direkt beteiligt sind. Dabei ist zu be-
achten, dass die vorhandenen Kristall-

strukturen von  Oligopeptid-Cyp18-
Komplexen nicht den Ubergangszu-
stand widerspiegeln und nur einen Teil
des aktiven Zentrums charakterisieren.
Die durch Eisenmesser et al. identifi-
zierten zehn Aminosdurereste liefern
deshalb erste wichtige Anhaltspunkte
fiir die weiteren Untersuchungen.
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