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Der thermodynamische Einfluss eingeschlossener Wassermolekiile auf
eine Protein-Ligand-Wechselwirkung**
Christian M. Stegmann, Daniel Seeliger, George M. Sheldrick, Bert L. de Groot und

Markus C. Wahl*

Ein rationales Design von Protein-bindenden Substanzen
setzt detaillierte Kenntnisse der Energetik von Protein-
Ligand-Wechselwirkungen voraus, einschlieBlich der freien
Energie (AG), der Enthalpie (AH), der Entropie (AS) und
der Anderung der Wirmekapazitit bei konstantem Druck
(AC,) bei der Bindungsreaktion.!"! Bisher wurde AC, der
Bindungsreaktion hiufig mit Anderungen der zuginglichen
polaren und unpolaren Kontaktflichen der wechselwirken-
den Spezies korreliert,>®! was nahe legte, dass hydrophobe
Wechselwirkungen die wichtigste Ursache fiir Warmekapa-
zitétseffekte sind (zur Ubersicht siehe Lit. [4]). Allerdings
verbleiben bei diesem Ansatz wiederholt Diskrepanzen zwi-
schen den gemessenen und berechneten AC,-Werten."! Ins-
besondere die Einfliisse von Solvens (meist Wasser) und So-
luten (z.B. Ionen), die bei der Komplexbildung eingeschlos-
sen werden, sind hier nicht beriicksichtigt; jedoch ist bekannt,
dass diese Molekiile spezifische nichtkovalente Bindungen zu
Protein und Ligand eingehen kénnen und somit die mole-
kularen Erkennungsprozesse beeinflussen konnen. So
konnen Wassermolekiile an Kontaktflachen die Oberflidchen-
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form veridndern, Wasserstoffbriicken bilden oder aber elek-
trostatische Krifte abschirmen.! Zusitzlich wird in einge-
schlossenen Solvens- und Solutmolekiilen eine Verminderung
der weichen Vibrationsmodi induziert, wodurch sich die
Wirmekapazitit verindert." Derzeit gibt es keine experi-
mentellen Schitzwerte fiir die Groe dieser Effekte in Pro-
tein-Ligand-Wechselwirkungen.

Wir untersuchten die thermodynamischen Auswirkungen
eingeschlossener Wassermolekiile im Komplex von humanem
Cyclophilin G (CypG; ein Enzym mit Peptidyl-Prolyl-cis/
trans-Isomerase(PPlase)-Aktivitit) mit dem immunsuppres-
siven cyclischen Peptid Cyclosporin A (CsA). Anhand von
Vergleichen der CsA-Bindung an Wildtyp(wt)-CypG und
eine Punktmutante konnten wir den Beitrag von einge-
schlossenen Wassermolekiilen zur Warmekapazitiatsanderung
ermitteln, unabhingig von Beitrigen, die durch Anderungen
der zugénglichen Kontaktflaichen verursacht werden.

CypG besteht aus einer N-terminalen Cyclophilin-
Domine (CypGppras; Aminosduren 1-177), die CsA bindet,
und einer C-terminalen Ser-Arg-Dipeptid-reichen (RS-)
Domine (Aminosiduren 178-754).1%1 Wir bestimmten ab
initio die Kristallstrukturen von CypGyppy, alleine (Apo) oder
im Komplex mit CsA mit einer Auflosung von 0.75 A.
CypGpprase bindet CsA in dhnlicher Weise wie fiir Cyclophi-
lin A beschrieben>'¥ (Abbildung 1a,b) ohne wesentliche
Konformationsdnderungen zu zeigen (mittlere quadratische
Abweichung von 0.20 A fiir 174 Co-Atome von Apo- und
CsA-gebundenem CypGyppr,). Allerdings ersetzt Argll5 in
CypGyppre €inen Alaninrest an der entsprechenden Stelle in
CypA (siche Abbildung S1 in den Hintergrundinformatio-
nen). Bei der Komplexierung bildet die Seitenkette von
Argl15 eine direkte Wasserstoffbriicke zum Carbonyl-Sau-
erstoffatom von Abu2 in CsA sowie zu den Carbonyl-Sauer-
stoffatomen von Arg85 und Gly86 von CypGyppp,,. (Abbil-
dung 1c¢). Diese Wechselwirkungen stehen dem dquivalenten
Alaninrest in CypA nicht zur Verfiigung. Hierdurch ver-
schlieBt Argll5 die Abu-Tasche,!'” in der dadurch zwei
Wassermolekiile (Positionen 1 und 3) und ein Chloridion
(Position 2) eingeschlossen werden.

Die Identitét des Chloridions konnte durch Analyse einer
anomalen Differenz-Fourier-Karte bestétigt werden (Abbil-
dung S2 in den Hintergrundinformationen). Die beiden
Wassermolekiile sind in ein Wasserstoffbriickennetzwerk in-
tegriert und tetraedrisch umgeben: Das Wassermolekiil auf
Position 1 bindet an die Amidgruppen von Glyl21 und
GIn123 in der Proteinhauptkette, an die Carbonylgruppe von
Alall13 in der Proteinhauptkette und an das Wassermolekiil
in Position 3. Dieses Wassermolekiil bindet aulerdem an die
Guanidiniumgruppe von Argl15, an die Carbonylgruppe von
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Abbildung 1. a) Kristallstruktur von CypGoppy.s. (Bénderdarstellung) im
Komplex mit CsA (Stabmodell, Kohlenstoffatome: orange). b) Die
Arg115-Seitenkette (cyanblau) nimmt im Komplex mit CsA eine ge-
schlossene Konformation ein. c) Im CsA-Komplex ist die Guanidinium-
gruppe von Argl115 geordnet und bildet eine Wasserstoffbriicke zu den
Carbonyl-Sauerstoffatomen von Arg85 und Gly86 sowie zum Carbonyl-
Sauerstoffatom von Abu2, wodurch zwei Wassermolekiile (rote Kugeln,
Positionen 1 und 3) und ein Chloridion (griine Kugel, Position 2) ein-
geschlossen werden. d) In der Apo-CypGoppy.e.-Struktur befindet sich
Arg115 in einer offenen Konformation (vorherrschende Konformation
dargestellt). Gitter: o,-gewichtete Elektronendichte auf 1.50-Niveau
konturiert.

Thr119 und an das Chloridion in Position 2. Das Chloridion
wiederum ist koordiniert durch die Amidfunktion von Ser122
und die Guanidiniumgruppe von Argl15 (Abbildung 1¢). In
der Apo-Form ist die Argl15-Seitenkette teilweise ungeord-
net (Abbildung 1d), wodurch die Abu-Tasche offen bleibt.
Hier sind alle drei Positionen durch Wassermolekiile besetzt.
Das Wassermolekiil in Position 1 bildet Wasserstoffbriicken
zur NH-Gruppe von Gly121 in der Hauptkette, zu den Car-
bonyl-Sauerstoffatomen von Alall3 und GInl123 und zum
Wassermolekiil in Position 3. Das Wassermolekiil in Positi-
on 2 bindet an die Amidfunktionen von Ser122 und GIn123,
an die Carbonylgruppe von Gly86 und an das Wassermolekiil
in Position 3 (Abbildung 1d). Argl15 scheint daher wie ein
Deckel zu funktionieren, der durch die CsA-Bindung die
Tasche verschlieBt und arretiert bleibt. In CypA hingegen
kann der dem Argll5 entsprechende Alaninrest keine der-
artige Funktion ausiiben, sodass die Tasche vermutlich auch
nach CsA-Bindung fiir Solvens und Solute offen ist.

Da die kristallographische Analyse nicht zwischen Be-
setzung und Aufenthaltszeiten unterscheiden kann, unter-
suchten wir dies mit Molekulardynamik-Simulationen von
Apo-wt-CypGpprage, WH-CypGipprase im Komplex mit CsA und
einer CypGyppae(Argl15Ala)-Punktmutante im Komplex mit
CsA (zehn unabhingige Simulationen mit einer Dauer von je
10 ns pro System). Die Simulationen zeigten, dass das Chlo-
ridion auf Position 2 im CypGppy,s/CsA-Komplex mit einem
Wassermolekiil austauschbar ist und dass das Chloridion
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diese Stelle aufgrund der hohen Chloridkonzentration
(400 mM) im Kiristallisationsansatz einnimmt. Bei einer
Chloridkonzentration von 150 mwm, nahe dem physiologischen
Wert, wurde das Chloridion auf Position 2 in fiinf von zehn
Simulationen innerhalb der Simulationsdauer durch ein
Wassermolekiil ersetzt, wohingegen die Wassermolekiile auf
den Positionen 1 und 3 verblicben, wie dies in der Kristall-
struktur der Fall ist. Das Wassermolekiil auf Position 2 bildet
Wasserstoffbriicken zum Wassermolekiil in Position 3 und
zusitzlich entweder zu Argl15 (Abbildung 2a) oder aber zur
Carbonylgruppe von Gly85 (nicht gezeigt). Zusammenfas-
send kann gesagt werden, das Wasser und Chlorid in Positi-
on 2 bei annidhernd physiologischen Bedingungen mit dhnli-
cher Besetzungszahl binden.

Ubereinstimmend mit den Kristallstrukturen zeigen die
MD-Simulationen eine wesentliche Abnahme der Flexibilitét
von Argll5 bei CsA-Bindung. Wihrend Argll5 &hnliche
Ubergingshiufigkeiten des Diederwinkels x1 im Fall von
Apo'cypGPPlase wie im KOIIlplCX CypGPPIase/CSA aufweist,
sind die Ubergangshiufigkeiten der Winkel %2, %3 und x4 im
Komplex stark reduziert (Abbildung 2b). Sobald Argl15 eine
gestreckte Konformation einnimmt und Wasserstoffbriicken
zu den Carbonyl-Sauerstoffatomen von Arg85 und Gly86
bildet, entsteht ein Hohlraum, in dem Wassermolekiile ein-
geschlossen sind (Abbildung 2a und S3 in den Hintergrund-
informationen). Aufgrund der reduzierten Flexibilitdt von
Argll5 im CypGypppe/CsA-Komplex ist die Lebensdauer
dieser Konformation verliangert, und infolgedessen sind die
Aufenthaltszeiten von zwei der drei Wassermolekiile im
Hohlraum drastisch verldngert (Tabelle 1 und Abbildung S3
in den Hintergrundinformationen).

Tabelle 1: Austausche pro 10 ns auf den drei Position in der Abu-Tasche.

Simulation Pos 1 Pos 2 Pos 3
Wt-CypGppiace/ CSA 0.2 0.5 0.1
Apo-wt-CypGoppiase 0.5 4.1 >10
CypGr-ppiase (Arg115Ala) /CsA 0.5 43 >10

Die Austauschgeschwindigkeiten des Wassermolekiils auf
Position 1 sind in allen Simulationen fiir die untersuchten
Systeme sehr niedrig (0.2 Austausche pro 10 ns im Wildtyp-
Komplex; 0.5 Austausche pro 10ns im Fall von Apo-wt-
CypGpprse Und mutiertem Komplex, Abbildung2c). Zwar
scheinen die Aufenthaltszeiten des Wassermolekiils auf Po-
sition 1 in den Simulationen von wt-CypGppr,,/CsA ldnger als
in den anderen Simulationen (Abbildung2c), doch die ab-
soluten Austauschgeschwindigkeiten sind zu niedrig, um die
Differenz prézise zu berechnen. Lingere Simulationen der
drei Systeme zeigten, dass ein Wassermolekiil auf Position 1
bis zu 180 ns verweilen kann.

Im Unterschied hierzu hingt die Austauschgeschwindig-
keit auf Position 2 stark davon ab, ob CsA gebunden ist und
ob sich auf Position 115 ein Arg- oder Ala-Rest befindet.
Wihrend die Austauschgeschwindigkeit auf Position 2 im wt-
CypGppras./ CsA-Komplex ebenfalls sehr niedrig ist (0.5 Aus-
tausche pro 10 ns), verachtfacht sie sich in der Apo-Form auf
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Abbildung 2. a) Reprisentative Stellen und Wasserstoffbriicken der ein-
geschlossenen Wassermolekiile auf den Positionen 1, 2 und 3 wihrend
einer Simulation des CypGpp,s./CsA-Komplexes. Gestrichelte Linien
zeigen Wasserstoffbriicken an. b) Histogramm der Diederwinkel-Uber-
ginge von Argl115 in Apo-wt-CypGopp.se (Schwarze Balken) und im
CypGppiase/ CsA-Komplex (graue Balken). Die Beweglichkeit der Seiten-
kette ist stark reduziert, sobald CsA bindet. c) Aufenthaltszeiten von
Wassermolekiilen an den drei Bindungsstellen in der Abu-Tasche. Wih-
rend das Wassermolekiil auf Position 1 (rosa) in keinem der drei Syste-
me ausgetauscht wird, zeigen die Wassermolekiile auf den Positio-

nen 2 (griin) und 3 (orange) gesteigerte Austauschgeschwindigkeiten
bei der Mutation von Arg115 zu Ala (was den ,Deckel“ der Abu-Tasche
entfernt) und ebenso in Abwesenheit von CsA (wodurch der , Deckel“
beweglich wird).

4.1 Austausche pro 10 ns (Abbildung 2c). Eine vergleichbare
Zunahme der Austauschgeschwindigkeit (auf 4.3 Austausche
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pro 10 ns) kann auch bei den Simulationen des CypGppyyge-
(Argl15Ala)/CsA-Komplexes beobachtet werden (Abbil-
dung 2¢).

Ahnlich verhalten sich die Austauschgeschwindigkeiten
des Wassermolekiils auf Position 3: Im wt-CypGyppy,e./CsA-
Komplex liegt eine sehr niedrige Austauschgeschwindigkeit
vor (0.1 Austausche pro 10ns), in den Apo-CypGpppas-Si-
mulationen hingegen konnten fiir Wassermolekiile auf Posi-
tion3 keine verlidngerten Aufenthaltszeiten festgestellt
werden (Abbildung 2¢). Dariiber hinaus wurden auf dieser
Position im Fall des CypGppr,s.(Argl15Ala)/CsA-Komplexes
keine Wassermolekiile eingeschlossen. Somit zeigen unsere
Simulationen, dass die reduzierte Flexibilitdt von Argl15 im
wt-CypGppr.o/CsA-Komplex einen starken Effekt auf die
Aufenthaltszeiten von zwei der drei eingeschlossenen Was-
sermolekiile ausiibt, wohingegen das Wassermolekiil auf Po-
sition 1 anscheinend fiir die Struktur relevant ist und weder
durch die CsA-Bindung noch durch die Mutation von Argl15
beeinflusst wird.

Die oben angefiihrten Untersuchungen legen nahe, dass
ein Argininrest auf Position 115 durch die Vermittlung des
Einschlusses von Wassermolekiilen einen negativen Beitrag
zu AC, der Bindungsreaktion mit CsA leistet und dass diese
Vermittlung in der Argl15Ala-Mutante gestort ist. Um diese
Hypothese zu priifen, unternahmen wir kalorimetrische Ti-
trationsexperimente mit wt-CypGppy,, und der Punktmutante
CypGpprasc(Argl15Ala) iiber ein Temperaturintervall. Bei
25°C zeigt die CsA-Bindung an wt- und mutiertem CypGppyage
eine dhnliche freie Energie der Bindung aufgrund von Ent-
halpie-Entropie-Kompensation (Tabelle 2). Allerdings belegt

Tabelle 2: Thermodynamische Daten, bestimmt durch isotherme Titra-
tionskalorimetrie.

Titrant CypGppiase CypGoppiase (Arg115Ala)
T[°q] 25 25

Ko [nm] 70 64

AH, [calmol™] —12790+73 —13360+81

AS [calmol ™' K] -10.2 -11.9

—TAS [calmol™] 3039 3546

AG [calmol™] —9750 —9813

AC, [calmol™ K] —580+31 —466+11

eine Auftragung der Wechselwirkungsenthalpien gegen die
Temperatur, dass die AC, der Bindung von CsA an CypGpprae
im Vergleich zur AC, der Bindung von CsA an die Mutante
um 114 calmol ' K™! reduziert ist (Abbildung 3).

Der Anteil der Proteinkontaktfldche, die bei der Bindung
von CsA unzugénglich wird, betrédgt 426 A2 fiir wt-CypGpprase
und 444 A2 fiir CypGyppr.(Argl15Ala) (basierend auf der wt-
Kristallstruktur). Auf der Grundlage der Anderung der po-
laren und unpolaren Kontaktflichel! wiirde diese Zunahme
an unzugénglicher Kontaktfliche zu einer Zunahme von AC,
der Bindungsreaktion fithren. Stattdessen beobachteten wir
eine Abnahme von AC, der Bindungsreaktion, die wir dem
differenziellen Einschluss von Wassermolekiilen im wt-
Komplex zuschreiben. Obgleich beim Entfernen der Seiten-
kette von Argll5 die Austauschgeschwindigkeiten der Was-
sermolekiile auf den Positionen 2 und 3 verschieden stark
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Abbildung 3. Auftragung der integrierten Enthalpien aus kalorimetri-
schen Titrationsexperimenten (AH,) gegen die Temperatur (T) fur
die wt-CypGoppjase/ CsA- und die CypGppise (Arg115Ala) /CsA-Wechselwir-
kung. Die unterschiedliche Anderung der Warmekapazitit (AC,) bei
CsA-Bindung ergibt sich aus den Steigungen der Geraden.

zunehmen (Abbildung 2¢), ist anhand der Statistiken keine
quantitative Abschéitzung der individuellen Beitrige zu AC,
der Bindungsreaktion moglich. Unsere Ergebnisse liefern
einen experimentellen Wert von —(57421) calmol ' K™ fiir
die durchschnittliche Wiarmekapazitiatsanderung aufgrund
des Einschlusses von einem Wassermolekiil in einem Protein-
Ligand-Komplex. Dieser Wert stimmt sehr gut mit berech-
neten Werten und mit Studien an Modellverbindungen
iiberein. Holdgate und Mitarbeiter!™ schlugen einen Wert
von —(48431) calmol'K™! vor. Cooper®! errechnete eine
Anderung von AC, von mindestens —18 calmol 'K™' pro
eingeschlossenem Wassermolekiil auf der Grundlage einfa-
cher Gittermodelle. Habermann und Murphy™! bestimmten
einen Wert von —(6048) calmol ' K™! pro eingeschlossenem
Wassermolekiil ausgehend von der Solubilisierung von
c(AS)-Diketopiperazin-Kristallen, einer Dipeptid-Modell-
verbindung, die in kristalliner Form ein Wassermolekiil ent-
halt.

Zusammenfassend zeigen unsere Ergebnisse, dass der
Austausch einer Aminosdure im aktiven Zentrum eines
konservierten Enzyms den Einschluss von Wassermolekiilen
verursachen kann und dadurch Anderungen in der Thermo-
dynamik der Wechselwirkung mit Liganden hervorrufen
kann.
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