ZUSCHRIFTEN

einer weiteren Modifikation von 1. Dariiber hinaus wandelt
sich die rote Phase bei tiefer Temperatur langsam in eine
gelbe um. Untersuchungen zu den Phasenverhéltnissen sind
deshalb ebenso im Gang wie Bemiihungen, den Verlauf der
Bildungsreaktion von 1 aufzukléren.

Experimentelles

catena-Poly{[tetrakis(u-trifluoracetato-x O,k O')dibismut(Bi—Bi) |-u-1°-he-
xamethylbenzol} 1: Ein Gemisch aus 0.010 g (0.18 mmol) Bi(O,CCF;);*!
und 0.020 g (0.12 mmol) frisch sublimiertem Hexamethylbenzol wird in
einer Duran-Glasampulle in einem Aluminiumblockofen auf 100°C
erhitzt. Zunichst in Form hellgelber Plittchen an der Glaswand wachsen-
des Bi(O,CCF;);-0.5C,H;5 verschwindet in mehreren Wochen, wihrend
dunkelrote, nadelige Kristalle von 1 wachsen (isoliert 0.019 g, 20.5 % es
verbleibt ein gelblichgrauer Riickstand). Elementaranalyse (M, =1032.30):
ber. (gef): C 23.1 (22.1), H 1.7 (1.8)%; MS (EI, 70eV, 1.0mA,
T(Ionenquelle) =220°C): m/z (%): 870 (9) [(1—C,Hy)*], 757 (24)
[(Bix(0,CCFy):) ], 644 (7) [(Bi(O,CCFy),)*], 531 (6) [(Bir(O,CCEy)) .
435 (8) [(Bi(0,CCF,),)* ], 418 (6) [Bi], 322 (19) [(BiO,CCF,)*], 209 (50)
[Bi*]. 162 (57) [Cp.Hj], 147 (100) [C, Hi].
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Kooperative Wasserstoffbriickenbindungen
und Enzymkatalyse**

Hong Guo* und Dennis R. Salahub*

Das Verstidndnis der strukturellen Grundlagen fiir die
Stabilisierung von Ubergangszustinden in enzymkatalysier-
ten Reaktionen ist von groer Bedeutung, denn es wiirde bei
der Verbesserung von bekannten und der Entwicklung von
neuen Enzymen helfen.l:? Wichtige Merkmale der aktiven
Zentren von Enzymen wurden durch hochauflosende Ront-
genstrukturanalysen bestimmt.l> 4 Die Identifizierung der fiir
die Katalyse entscheidenden Faktoren erwies sich wegen der
Komplexitdt der Wechselwirkungen, die die zugrundeliegen-
den Mechanismen verschleiern, als schwierig.>  Dies ist z. B.
der Fall bei der Stabilisierung eines Ubergangszustands unter
Beteiligung von a-Helices. Obwohl die Fahigkeit der Helices,
negativ geladene Zwischenprodukte und Ubergangszustinde
zu stabilisieren, bekannt ist,> 37 ist die Ursache fiir diese
Ladungsstabilisierung noch ungeklzrt. 31

Wir berichten hier iiber Ergebnisse von Dichtefunktional-
rechnungen, nach denen ein starker kooperativer Effekt
durch die Wechselwirkung eines Anions mit einem Netz aus
Peptid-Wasserstoffbriickenbindungen direkt oder iiber einen
Imidazolyl(Im)-Rest induziert wird. Den Hauptbeitrag zu
dieser Kooperativitit liefern nichtadditive Mehrkorpereffek-
te, die sich nicht durch die Paarwechselwirkungen des
geladenen Liganden mit den beteiligten Peptideinheiten
beschreiben lassen und die im engen Zusammenhang mit
dem Netz aus Wasserstoffbriickenbindungen stehen. Die
Zunahme dieses kooperativen Effekts beim Ubergang vom
neutralen zum negativ geladenen Liganden ist grof3 genug, um
einen wichtigen Beitrag zur Katalyse leisten zu konnen,
indem die Bildung der Ladung wihrend der enzymkatalysier-
ten Reaktion stabilisiert wird. Der hier vorgeschlagene
Mechanismus beruht auf dieser Verstirkung kooperativer
Wasserstoffbriickenbindungen und liefert eine plausible In-
terpretation sowohl fiir das hdufige Auftreten von Helices in
den aktiven Zentren von EnzymenP! und Phosphat- sowie
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Sulfatbindungsstellen!” als auch fiir das Fehlen von Helices in
einigen Fillen.5-11

Obwohl ein kooperativer Effekt bei Peptid-Imidazol-Was-
serstoffbriickenbindungen bekannt ist!'?l und differentielle
Kooperativitdten zur Interpretation anderer PhZnomene
vorgeschlagen worden sind,[?" sind eine so groBe m-Koope-
rativitdit und Mehrkorpereffekte sowie ihre Rolle in der
Enzymkatalyse bisher noch nicht diskutiert worden. Die
Ergebnisse quantenmechanischer Rechnungen sprechen au-
Berdem dafiir, da Helices mit einer Verzerrung!® vom ay-
Typ am N-Terminus sogar noch wirksamer bei der Ladungs-
stabilisierung sein konnen. Der Zusammenhang zwischen
kooperativer Wasserstoffbriickenbindung und starken Was-
serstoffbriickenbindungen® in der Enzymkatalyse wurde
ebenfalls diskutiert. Als ,,stark* bezeichnen wir hier Wasser-
stoffbriickenbindungen mit einer Bindungsenergie von 12—
24 kcalmol ™, die sich durch ein Doppelminimumpotential mit
niedriger Barriere auszeichnen (low-barrier hydrogen bonds).

In Abbildung 1a sind die hier verwendeten Modellsysteme
fur Peptid-Wasserstoffbriickennetze gezeigt. Dazu gehoren
iiber Wasserstoffbriickenbindungen zusammengehaltene N-
Methylformamidoligomere (NMF --- (NMF),, n=1-4) und
NMF-GDA-Komplexe (NMF - (GDA),, n=2, 3), wobei GDA
fiir ein Glycindipeptidanalogon steht.'¥ Wir verwenden eben-
falls Im--- (NMF),-Komplexe, bei denen das , N-terminale*
NMF in NMF -+ (NMF), durch Imidazol ersetzt worden ist.

Betrachten wir den in Abbildung 1b dargestellten Aus-
tauschprozef3, bei dem ein neutraler oder anionischer Ligand
(L) von der NMF- oder Im-Bindungsstelle zur Bindungsstelle
in einem entsprechenden System mit einem oder mehreren
Peptid-Wasserstoffbriickennetz(en) wandert. Die Energiedn-
derungen fiir diese Prozesse werden als die kooperativen
Effekte (AAE,)!" bezeichnet, die durch die Ligandenbindung
an Systeme mit einem Wasserstoffbriickennetz induziert wer-
den. Die Wirksamkeit der Peptid-Wasserstoffbriickennetze,
kooperative Effekte hervorzurufen, wird mit denen verglich-
en, die durch zwei stabile Wasserhexamere oder -oktamere
induziert werden (NMF:--2(H,0); und NMF-2(H,0)y;
siche Abb. 2¢).

Die Kugel-Stab-Darstellungen einiger Systeme sind in
Abbildung 2 gezeigt. Unterschiedliche Verfahren konnen fiir
die Bewertung des kooperativen Effekts verwendet werden:
Die Strukturen aller an dem Prozef3 beteiligten Systeme
konnen optimiert werden und die Energien bei diesen
optimierten Geometrien konnen dann zur Bestimmung des
AAE-Werts verwendet werden. Alternativ kann man einigen
Systemen bestimmte strukturelle Zwinge auferlegen. In
dieser Arbeit werden zwei Typen solcher Einschriankungen
zusitzlich zu den Geometrieoptimierungen betrachtet. Beim
Typ A werden die Einschrdnkungen nur fiir Systeme mit
einem Liganden angewendet (z.B. L---NMF und L ---NMF---
(GDA),). Dabei wird die Geometrieoptimierung fiir den
Liganden und die mit dem Liganden wechselwirkende N-H-
Bindung durchgefiihrt, wihrend die restlichen Strukturpara-
meter auf die Werte festgelegt werden, die bei entsprechen-
den Systemen ohne den Liganden ermittelt wurden (z.B.
NMF und NMF---(GDA),). Beim Typ B werden die Ein-
schrankungen auf Systeme ohne einen Liganden (z.B. NMF
und NMF ---(GDA),) angewendet, fiir die nur Einzelpunkt-
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Abb. 1. a) Modellsysteme fiir die hier beschriebenen Peptid-Wasserstoff-
briickennetze. Der Stern bezeichnet die Bindungsstelle. Von links nach
rechts: NMF---(NMF),, NMF---(GDA), und Im---(NMF),. (GDA),
enthdlt zwei wasserstoffgebundene Peptidfragmente, Teilstiick 1 und 2,
die durch die C,-Kohlenstoffatome getrennt sind. Die Ausgangsstrukturen
von NMF --- (GDA), fiir Geometrieoptimierungen wurden aus GDAs mit
(p,)=(—60,—50°) aufgebaut. Die endgiiltigen Winkel ¢ und v fiir
NMF---(GDA), sind (ausgehend von dem dem NMF am nichsten
liegenden GDA): fiir n=2 (¢,p)=(—83,—-20°) und (¢,,3,)=
(—120,14°); fir n=3 (¢1,p1) =(—80,—24°), (¢1,%,) =(—80,—24°) und
(¢3,%3) =(—115,10°). Die Winkel ¢ und vy fiir NMF--- (GDA-2H,0) ---
GDA (siehe Text) sind: (¢;,1;) = (—86,—16°) und (¢,,,) =(—117,15°).
Die Geometrieoptimierungen von NMF ---(GDA), fiihrten zu stabilen
Konfomationen, in denen die Carbonylgruppe der NMF-Einheit nur eine
Wasserstoffbriickenbindung zur terminalen NH-Gruppe von Teilstiick 1
von (GDA), bildet. b) Die zur Bestimmung der kooperativen Effekte
verwendeten Prozesse (AAE,). In der Literatur werden verschiedene
Definitionen fiir Kooperativitdt verwendet; der hier definierte kooperative
Effekt enthélt zusétzlich zu den Mehrkorperbeitridgen die Wechselwirkun-
gen zweier nicht benachbarter Einheiten. Oben: NMEF:-- (NMF), ist
beteiligt. Unten: Im--- (NMF), ist beteiligt. Der ProzeB mit beteiligtem
NMEF - (GDA),, NMF -2 (H,0), und NMF --- 2 (H,O); (nicht dargestellt)
ist dhnlich.

Berechnungen mit Strukturen, die bei entsprechenden Syste-
men mit den Liganden ermittelt wurden (z.B. L--- NMF und
L---NMF - (GDA),), durchgefiihrt wurden.

Die AAE,-Werte sind Tabelle 1 zu entnehmen. Die Dichte-
funktionalrechnungen!'®! wurden auf drei Niveaus durchge-
filhrt (BP/DZVP, BP/6-311G** und BP/6-311G**//BP/
DZVP). Aufgefiihrt sind hier aber nur die BP/DZVP-Werte,
weil die berechneten AAE,-Werte nicht sehr vom verwende-
ten Basissatz abhdngen. Wie aus Tabelle 1 ersichtlich, betrédgt
AAE, tiir neutrale Liganden nur etwa — 1 bis —2 kcalmol -},
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Abb. 2. Kugel-Stab-Modelle fiir einige der Systeme. Wasserstoffbriickenbindungen sind durch
gestrichelte Linien dargestellt. a) NMF --- (NMF);; b) NMF --- (GDA)j;. Links: vollstandig opti-
mierte Struktur. Rechts: Struktur mit den Typ-B-Einschrinkungen. ¢) NMF---2 (H,0),,. Oben:
NMF -2 (H,0);. Unten: NMF --- 2(H,O)s.

Tabelle 1. Kooperative Effekte [kcal mol™'], induziert durch Wechselwirkungen

von Liganden mit Wasserstoffbriickennetzen.l?!

anionischen Liganden. Losungsmittelmole-
kiile am Formiation verringern den AAE-
Wert nur um ungefihr 2-4kcalmol™.
AAE, nimmt mit steigender GroBe des
Systems (n) zu. Ersetzt man das mit den
Anionen wechselwirkende NMF durch Im,
so erhdlt man dhnliche Ergebnisse. Einen
starken kooperativen Effekt gibt es auch,
wenn NMF durch CH;OH ersetzt wird. Wir
werden solche Wasserstoffbriickennetze mit
der Im- und/oder Hydroxy-Erweiterung er-
weiterte  Peptid-Wasserstoffbriickennetze
nennen. AAE wird kaum beeinfluBBt, wenn
zwei Wassermolekiile an den beiden Carbo-
nylgruppen der ersten GDA-Einheit
(NMF--- (GDA-2w)---GDA)  eingefiihrt
werden.

Die AAE,-Werte, die mit Einschrankun-
gen vom Typ B erhalten werden, sind gro3er
als die mit den Einschrinkungen vom Typ A
oder mit vollstindigen Geometrieoptimie-
rungen erhaltenen, weil die Systeme der Wasserstoff-

briickennetze fiir das Anion besser angepalit sind. Vor
allem ist dies bei Prozessen mit beteiligtem NMF---
(GDA), der Fall, bei denen die mit Einschrinkungen

Wasserstoffbriicken- Ligand (L) AAE,
bindungsnetz n=1 n=2 n=3 n=4
NMF --- (NMF),, H,0 -1.1 -17 -18
HCO,H -13
Im -1.8
HCO;3 -99 —-138 -159
Im~- -92
CH,S~ -9.0
H,PO; —82
2H,0---HCO; —-7.6 —10.7 —-124
H,0---H,0--- -6.8 —121
HCO>
NMF -+ (NMF), "} HCO; —-86 —127 —144

NME - (NMF), [ HCO; 117 —169 —19.1
NME -+ (GDA), HCO; ~224 264
NME - (GDA), ! HCO; ~164 —203
NME - (GDA), HCO; -292 -351
NMF - (GDA 2H,0) - GDA! HCO; ~164
Im--- (NMF), H,0 -1.1 -16
HCO> —-10.1 —15.0
2H,0--HCO; —77 —11.7
NME -2 (H,0),, HCO; ~163

=19 vom Typ B erhaltenen kooperativen Effekte etwa 7—

15 kcalmol~! ausmachen (nur 2 -5 kcal mol~' bei betei-

_172 ligtem NMF --- (NMF),), also betréichtlich groBer sind.

Wie aus Abbildung 2b ersichtlich ist, besteht der
wesentliche strukturelle Unterschied fiir NMF---
(GDA), darin, daB mit den Einschrinkungen vom
Typ B das NMF-Molekiil mit den NH-Gruppen des
néchstgelegenen GDA wechselwirkt, wihrend es in der
optimierten Struktur lediglich eine Wasserstoffbriik-
kenbindung zur NH-Gruppe vom Teilstiick 1 bildet.
Demnach haben die Anwesenheit von HCO; und die
Geometrieoptimierung zur Folge, dal das NMF-Mole-
kiil mit der zweiten NH-Gruppe vom Teilstiick 2 wech-
selwirkt. Um die Bildung der zweiten Wasserstoffbriik-
kenbindung mit NMF vorwegzunehmen, finden bei

154 (GDA), deutliche Strukturverdnderungen statt. Derar-

[a] BP/DZVP-Werte. Wenn nicht anders angegeben, wurden vollstindige Geome-
trieoptimierungen durchgefiihrt. In den meisten Fillen mit beteiligtem Formiat
wechselwirkt eines der anti zur C-H-Bindung gelegenen Orbitale mit NMF oder Im;
die einzige Ausnahme ist der Fall mit beteiligtem H,O---H,O--- HCOj3, bei dem
eines der die C-H-Bindung iiberragenden Orbitale verwendet wurde. Bei 2H,O ---
HCO; wechselwirken je zwei Wassermolekiile mit den beiden die C-H-Bindung
iiberragenden Orbitalen des Formiations. Bei H,O:--H,O---HCO; liefert ein
Wassermolekiil zwei Wasserstoffbriickenbindungen zu den beiden anti zur C-H-
Bindung stehenden Orbitalen, und ein weiteres Wassermolekiil liefert eine Wasser-
stoffbriickenbindung zu einem der Orbitale, die die C-H-Bindung iiberragen.

[b] Typ-A-Einschrinkungen (siehe Text). [c] Typ-B-Einschrinkungen.

im Einklang mit fritheren theoretischen und experimentellen
Ergebnissen.l'l Im Unterschied dazu sind die kooperativen
Effekte sehr viel groBer (—7 bis —35kcal mol™!), wenn
negativ geladene Gruppen beteiligt sind, und hingen kaum
von der Art des beteiligten Anions ab. Es besteht also eine
groBe Zunahme von AAE, beim Ubergang von neutralen zu
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tige Anderungen sind unter energetischen Aspekten
nicht wiinschenswert, da die Energien von NMF---
(GDA), sogar dann zunehmen, wenn man die aus-
gleichende Wirkung beriicksichtigt, die sich aus der
Bildung einer zweiten Wasserstoffbriickenbindung mit
dem Teilstiick 2 ergibt. Somit sind die héheren AAE-
Werte auf geometrische Relaxation zuriickzufiihren.
Diese ermoglicht die Bildung von zwei Peptid-Wasser-
stoffbriickennetzen, die mit NMF verbunden sind,
wobei beide in der Lage sind, den kooperativen Effekt
zu induzieren. Die Bedeutung dieser Feststellung fiir
die Helix-Ladungs-Wechselwirkungen wird weiter un-
ten diskutiert. Wie aus Tabelle 1 ersichtlich ist, sind die beiden
Peptid-Wasserstoffbriickennetze von (GDA), sehr viel wirk-
samer bei der Induzierung des kooperativen Effekts als die
beiden Wassercluster; die AAE-Werte sind um 6-
10 kcalmol~! groBer als die mit zwei (H,0), oder (H,O)s
erhaltenen.
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Die Energien fiir die Paarwechselwirkung von HCO; mit
dem nicht benachbarten GDA oder mit Peptideinheiten in
einigen Komplexen sind in Tabelle 2 aufgefiihrt; die Beitrige
der Teilstiicke werden auch fiir Prozesse mit beteiligten
NMF ---(GDA), unter Verwendung von Einschrankungen
vom Typ A, z.B. ohne anioneninduzierte strukturelle Relaxa-
tion, aufgefiihrt. Die AAE-Werte der Teilstiicke verhalten sich
additiv; der mit (GDA), erhaltene kooperative Effekt ent-
spricht also nahezu der Summe der Werte fiir die beiden
Teilstiicke. Teilstiick 1 von (GDA), trigt den Hauptanteil
(=12 kcalmol~!) zum gesamten AAE-Wert (— 16.4 kcal mol!)
bei, wihrend der Beitrag vom Teilstiick 2 sehr viel geringer ist
(—4.5 kcalmol!). Tabelle 2 zeigt, daB in fast allen Fillen die
Summen der Nichtnachbar-Paarwechselwirkungsenergien sehr
viel kleiner als die entsprechenden AA E-Werte sind, mit einer
Ausnahme fir NMF---[(GDA),|™2 (d.h. ohne ein an das
Anion gebundenes Peptid-Wasserstoffbriickennetz). Diese Ana-
lysen sprechen dafiir, daf3 die nichtadditiven Mehrkorperef-
fekte den Hauptbeitrag zur starken Kooperativitit liefern und
daB3 die Existenz von Peptid-Wasserstoffbriickennetzen fiir
einen starken energetischen Effekt sehr wichtig ist.

Unseren Ergebnissen zufolge sollten Peptid- oder erweiter-
te Peptid-Wasserstoffbriickennetze durch kooperative Wech-
selwirkungen einen wichtigen Beitrag zur Ladungsstabilisie-
rung liefern. Die groBen AAE-Werte werden in der realen
Umgebung des Proteins zweifelsohne geddmpft, und sie
hingen gewil vom Mechanismus der enzymkatalysierten
Reaktion ab, so daf3 der exakte Beitrag der Wasserstoffbriik-
kennetze zur Katalyse entsprechend modifiziert werden muf.
Die Identifizierung von starken Wechselwirkungen zwischen
Anionen und Wasserstoffbriickennetzen als wichtiger Faktor
fiir Enzymstruktur und -funktion ermoglicht uns aber einen
detaillierten Einblick in einige Strukturmerkmale in der

Tabelle 2. Paarwechselwirkungsenergien von HCO; mit seinen nicht benach-
barten Einheiten sowie Beitrige der Teilstiicke von (GDA), [kcal mol~'] !

System 13 14 1,5 Gesamt AAE,
HCOj5 ---NMF --- (GDA)," -76 —-26 -102 —-224
HCOj3 ---NMF--- (GDA), -55 =21 -76 —164
HCOj ---NMF---[GDA),]™! -37 -13 -50 —-120
HCO3 ---NMF---[GDA),]™? -20 -1.0 -3.0 —-4.5
HCO3 ---NMF - (NMF), -39 -15 -54 —127
HCOj5 ---NMF --- (NMF),! -42 -16 -08 —-6.6 —159
HCO3 ---NMF - (NMF), -39 —-15 -08 —-62 —144
H,0:--H,0:--HCO;NMF--- (NMF);® —-21 —-14 -07 -42 -121

[a] Einschrdnkungen vom Typ A, sofern nicht anders angegeben. [GDA),|™!
bedeutet, daB Teilstiick 2 des Systems von NMF---(GDA), entfernt wurde
(Abb. 1a), wobei die C,H,-Gruppen durch Wasserstoffatome ersetzt wurden.
Die Positionen der Wasserstoffatome wurden auf der Grundlage von Energie-
minimierungen optimiert, wihrend die tibrigen Strukturparameter unveréndert
gelassen wurden. ,,Standard-energy-decomposition“-Methoden wurden ver-
wendet, um die Through-space-Paarwechselwirkungen des Anions mit den
nicht beachbarten GDAs und Peptideinheiten abzuschitzen. Bei dieser
Niherung wurden die Energien des Liganden (L) und jeder seiner nicht
benachbarten Einheiten in ihren relaxierten Strukturen bestimmt, wie
man sie in HCOj; ---NMF:--(NMF),, HCO; ---NMF---(GDA), oder
HCO3 ---NMF ---[(GDA),|™ T2 vorfindet. Diese Energien wurden als Be-
zugsenergien fiir die Wechselwirkungen verwendet. Die Wechselwirkungs-
energien wurden fiir jedes Paar von L und seinen nicht benachbarten Einheiten
fiir feste Positionen erhalten, wie man sie in den Komplexen vorfindet. [b] Fiir
diesen Komplex wurde eine vollstandige Geometrieoptimierung durchgefiihrt.
H,0---H,0---HCOj; wurde als eine einzelne Einheit betrachtet.
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Nachbarschaft von aktiven Zentren, die wihrend des Fal-
tungsprozesses gebildet werden fiir Wechselwirkungen mit
geladenen Liganden oder Intermediaten. Im folgenden fassen
wir experimentelle Ergebnisse zusammen, die auf derart
starke Kooperativitit zuriickgefiihrt werden konnen.

a-Helices bieten einen bequemen Weg, um die Peptid-
Wasserstoffbriickennetze zu bilden. Mit dem hier vorgeschla-
genen Mechanismus kann man erklédren, daf} isolierte Peptid-
Wasserstoffbriickennetze sowohl an aktiven Zentren von
Enzymen als auch an Phosphat- und Sulfatbindungsstellen
anzutreffen sind, auch wenn keine Helix vorhanden ist. Ein
bekannter Fall sind die Serinproteasen, die vermuten lassen,
daf3 das Vorhandensein einer Helix keine notwendige Bedin-
gung fiir eine Ladungsstabilisierung ist. Beim Subtilisin gibt es
eine Helix am aktiven Zentrum, und (in Ubereinstimmung
mit einer fritheren auf dem Helix-Makrodipol basierenden
Interpretation”) befindet sich der katalytisch aktive Serin-
Rest (S221) am N-Terminus der Helix, wobei dessen Amid-
gruppe an den Oxyaniontaschenwechselwirkungen beteiligt
ist (Abb. 3a).[

Eine solche am aktiven Zentrum gelegene Helix liegt
jedoch nicht in Chymotrypsin-dhnlichen Serinproteasen vor.
Dieser Unterschied 146t sich verstehen, wenn man die
kooperativen Effekte beriicksichtigt, die an einem Wasser-
stoffbriickennetz beteiligt sind. Abbildung 3 c zeigt das aktive
Zentrum eines tetraedrischen Ubergangszustandskomplexes
von Chymotrypsin mit einem Peptidyltrifluormethylketon
(Ac—Phe—CF;).”l Zwei Peptid-Wasserstoffbriickennetze sind
mit dem negativ geladenen Sauerstoffatom von Ac—Phe—CF;
verbunden und an den Oxyaniontaschenwechselwirkungen
beteiligt. Ebenso existiert ein isoliertes Peptid-Wasserstoff-
briickennetz am aktiven Zentrum des 4-Chlorbenzoyl-CoA-
Dehalogenase/4-HBA-CoA-Komplexes,®! in dem die NH-

Gruppe von F64 mit dem Benzoylrest von 4-HBA-CoA
mit der Carbonylgruppe innerhalb derselben Peptid-
Wasserstoffbriickenverkettung zur Hauptketten-NH-
Gruppe von L27 wechselwirkt (Abb. 3b). Dieses Was-
serstoffbriickennetz und dasjenige, das L143 vom Chy-
motrypsin-Komplex einbezieht, gehoren nicht einer
bestimmten Helix-, Turn- oder Faltblattstruktur an.
Eine statistische Untersuchung!® ergab, daB diese
Typen von Riickgrat-Wasserstoffbriickenbindungen le-
diglich 5% der Hauptketten-zu-Hauptketten-Wasser-
stoffbriickenbindungen in Proteinen ausmachen. Dem-
nach kann das Auftreten solcher Peptid-Wasserstoff-
briickennetze an aktiven Zentren von Enzymen als eher
ungewohnlich betrachtet werden. Diese Daten stiitzen
die Ergebnisse quantenmechanischer Berechnungen,
denen zufolge kooperative Wasserstoffbriickennetze
(im Unterschied zum Helix-Makrodipol an sich) eine
wichtige Rolle bei der Ladungsstabilisierung spielen.
Bei isolierten Peptid-Wasserstoffbriickennetzen hat
man ebenfalls festgestellt, da} sie mit Phosphat- oder
Sulfatresten in phosphat- bzw. sulfatbindenden Protei-
nenl!® 'L 18] wechselwirken, und es wurde eine mogliche
Beteiligung der Wasserstoffbriickennetze bei der La-
dungsstabilisierung vorgeschlagen.!'!]
Triosephosphat-Isomerase (TIM)®2 ! ist ein interes-
santes Beispiel dafiir, wie ein Ladungs-,,Relais“ durch
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Abb. 3. Beispiele fiir Peptid-Wasserstoffbriickennetze in aktiven Zentren von Enzymen. Wasserstoffbriickenbindungen sind durch gestrichelte Linien
dargestellt. a) Subtilisin Carlsberg, komplexiert mit EGLIN-C.'7l Die Hauptketten-NH-Gruppe von S221 wechselwirkt mit EGLIN-C, und die
Carbonylgruppe von T220 ist an einer verzweigten 1-4- und 1-5-Wasserstoffbriickenbindung in der Helix des aktiven Zentrums beteiligt. b) 4-
Hydroxybenzoyl-CoA (4-HBA-CoA), gebunden an 4-Chlorbenzoyl-CoA-Dehalogenase.l®l Ein isoliertes Peptid-Wasserstoffbriickennetz und eine Helix des
aktiven Zentrums wirken bei der Stabilisierung des Ubergangszustands mit. Die Hauptketten-NH-Gruppe von G114 wechselwirkt mit 4-HBA-CoA, und die
Kohlenstoffgruppe von G113 ist an einer verzweigten 1-4- und 1-5-Wasserstoffbriickenbindung in der Helix beteiligt; am isolierten Peptid-Wasserstoffbriik-
kennetz ist die Peptidbindung zwischen G63 und F64 und die zwischen A26 und L27 beteiligt. c) y-Chymotrypsin, komplexiert mit Ac—Phe—CF;.") Zwei
isolierte Peptid-Wasserstoffbriickennetze wirken bei der Stabilisierung des Ubergangszustands mit. Bei dem einen sind die Peptidbindungen zwischen M192
und G193 und zwischen G142 und L143, bei dem anderen die zwischen D194 und S195 und zwischen G196 und G197 beteiligt. d) Triosephosphat-Isomerase
(TIM), komplexiert mit Phosphoglycolohydroxamat (PGH).!"” Die Hauptketten-NH-Gruppe von E97 bildet eine Wasserstoffbriickenbindung mit H9S, und

die Kohlenstoffgruppe von S96 ist an verzweigten 1-4- und 1-5-Wasserstoffbriickenbindungen in der Helix des aktiven Zentrums beteiligt.

den kooperativen Effekt unterstiitzt werden konnte. TIM
verwendet statt des viel elektrophileren Imidazolrests einen
neutralen Histidinrest (H95) am N-Terminus einer kurzen a-
Helix (Abb.3d), um mit dem Carbonylsauerstoffatom des
Substrats zu wechselwirken. Wie schon erwidhnt, kann ein
neutrales Imidazol an kooperativer Wasserstoffbriickenbin-
dung teilnehmen und so als einfache Erweiterung von einem
(mehreren) Peptid-Wasserstoffbriickennetz(en) von der He-
lix aus fungieren. Diese Erweiterung konnte den kooperati-
ven Effekt verstirken, wie die an den Modellsystemen
erhaltenen Ergebnisse vermuten lassen. Dariiber hinaus
konnte, falls ein (zumindest partieller) Protonentransfer
vom Histidinrest zum Zwischenprodukt oder Substrat statt-
findet,* 1 die Ladungsbildung an H95 im Gegenzug durch
einen stdrkeren kooperativen Effekt stabilisiert werden, der
durch die Wechselwirkung von H95 mit der Helix induziert
wird. Ahnliches 148t sich fiir die Citratsynthase (CS) disku-
tieren, bei der das Atom H274 am N-Terminus einer a-Helix
eine dhnliche Rolle spielt. Eine solche Strategie konnte
ebenfalls bei anderen Enzymen verwendet werden, bei denen
kooperative Wasserstoffbriickennetze giinstig positioniert
sind, um die Ladungsbildung bei einer Reaktion durch eine
Verstiarkung von kooperativen Wasserstoffbriickenbindungen
zu stabilisieren.

Wie bereits besprochen wurde, kann ein groBerer koope-
rativer Effekt induziert werden, wenn die mit einem Anion
(NMF in unseren Modellsystemen) wechselwirkende Carbo-
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nylgruppe der Peptidbindung an einer verzweigten Wasser-
stoffbriickenbindung mit den Amidgruppen von zwei Peptid-
einheiten oder Wasserstoffbriickennetzen beteiligt ist. Haufig
trifft man am N-Terminus von a-Helices!'*? auf eine Verzer-
rung des ay-Typs, bei der das Carbonylsauerstoffatom vom
Rest 1 zwischen die NH-Gruppen der Reste 4 und 5 ausge-
richtet ist und somit an einer verzweigten 1-4- und 1-5-
Wasserstoffbriickenbindung beteiligt ist. Eine Ubersicht[32]
iiber die Strukturen von zwolf Proteinen im Kristall zeigt, daf3
es unter 50 a-Helices 16 Beispiele fiir ay -Verzerrung gibt.
Den Mechanismus der kooperativen Wasserstoffbriickenbin-
dung zugrundelegend vermuten wir: Die Helices mit der ay-
Verzerrung sind moglicherweise effektiver bei der Ladungs-
stabilisierung, da zwei der Peptid-Wasserstoffbriickennetze
genutzt werden konnen, um den kooperativen Effekt hervor-
zurufen. Eine solche Verzerrung ist bei Helices in aktiven
Zentren weit verbreitet. Dies ist auch in Abbildung 3 zu
sehen; die ay-Verzerrung ist hier in allen Helices des aktiven
Zentrums vorhanden. Die hier vorgeschlagene Hypothese
konnte auch das Auftreten von Phosphatgruppen am Ende
von 3;-Helices erkldren, sogar ohne gut angeordnete Peptid-
dipole.l7?

Es wurde vorgeschlagen, daf starke Wasserstoffbriicken-
bindungen eine wichtige Rolle bei der Enzymkatalyse spie-
len,[™ aber die hiermit verbundenen energetischen Effekte
sind noch nicht ausfiihrlich untersucht worden.”! In vielen
Fillen, in denen eine starke Wasserstoffbriickenbindung
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vermutet wurde, sind tatsdchlich kooperative Wasserstoff-
briickennetze beteiligt. Dazu gehdren TIM, CS und Chymo-
trypsin, bei denen von H95, H274 und den NH-Gruppen von
G193 und S195 angenommen wird, da3 sie jeweils starke
Wasserstoffbriickenbindungen mit den Zwischenprodukten
bilden. Es ist daher moglich, dal die energetische Stabilisie-
rung von den kooperativen Wasserstoffbriickenbindungen
stammt und nicht auf starke Wasserstoffbriickenbindungen
allein zuriickzufiihren ist.

Eingegangen am 24. Februar 1998 [Z11513]
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Neue Proteinmimetika: eingeschlossene
Faltungseinheiten (locked-in folds) am Beispiel
des ppfa-Zinkfingermotivs**

Gabriele Tuchscherer,* Christian Lehmann und
Marc Mathieu

Professor Murray Goodman zum 70. Geburtstag gewidmet

Als herausragendes Ziel des Neuentwurfs von Proteinen
steht die Konstruktion von Mimetika im Mittelpunkt, die
strukturelle und funktionelle Eigenschaften nativer Proteine
aufweisen.'®1 Gleichzeitig ist die Komplexitit des Faltungs-
mechanismus wohl die faszinierendste Herausforderung auf
diesem rasch expandierenden Gebiet, denn der detaillierte
FaltungsprozeB einer linearen Polypeptidkette in eine einzig-
artige dreidimensionale Struktur ist auch heute noch wenig
verstanden. Um dieses bekannte Proteinfaltungsproblem!!
im Design neuer Proteine zu umgehen, wurde vor einigen
Jahren das Konzept der Templat-assoziierten synthetischen
Proteine (TASP) entwickelt. Hier dienen topologische Tem-
platmolekiile dazu, die Faltung kovalent fixierter Peptidblok-
ke in eine vorgegebene Packungsanordnung mit verzweigter
Kettenarchitektur zu dirigieren.? 10-12

Durch wesentliche Fortschritte, insbesondere auf dem
Gebiet der Synthesemethoden, eroffnet sich jetzt die Mog-
lichkeit, das Potential des TASP-Konzepts auszuschopfen.
Trennt man konzeptionell Struktur- von Funktionsdoménen
in nativen Proteinen, so lassen sich z.B. topologische Tem-
plate als Strukturgeriiste zur Fixierung von Rezeptor-Bin-
dungsschleifen verwenden.¥] Im folgenden wird die Kon-
struktion von proteindhnlichen Packungstopologien mit mehr-
fachverzweigter, oligocyclischer Kettenarchitektur (,,einge-
schlossene Faltungseinheiten®) beschrieben, die eine Weiter-
entwicklung des TASP-Konzepts zum Neuentwurf von Pro-
teinen bildet. Diese nichtnatiirlichen Makromolekiile weisen
besondere physikochemische Merkmale und Faltungs-
eigenschaften auf und konnen als vielseitig verwendbare
Gertiststrukturen zur Imitation struktureller und funktionel-
ler Eigenschaften von Proteinen eine bedeutende Rolle
spielen.

Wie in Abbildung 1 dargestellt, basiert das angestrebte
Strukturmotiv auf den Prinzipien eines molekularen Bau-
kastensystems, bei dem die einzelnen Bausteine wie o-
Helices, S-Faltblitter oder Schlaufensequenzen iiber Templat-
oder Spacermolekiile zu kovalent vernetzten, mehrfachver-
briickten tertidren Faltungseinheiten verkniipft werden. Auf
diese Weise werden durch die Bildung kovalenter Bindungen
intramolekulare Wechselwirkungen zwischen den sekundér-
strukturbildenden Peptidblocken und damit die Faltung in
eine vorgegebene raumliche Struktur erzwungen. Gleichzeitig
wird der Konformationsraum der entstandenen Tertidrstruk-
turen erheblich eingeschrinkt. Dariiber hinaus sollte so die
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