HIGHLIGHTS

Eine Phospholipase mit einer neuartigen katalytischen Triade**

Dirk W. Heinz*

Nahezu alle chemischen Reaktionen in lebenden Zellen
werden durch Enzyme katalysiert. Die enorme Beschleuni-
gung einer chemischen Reaktion, die unter physiologischen
Bedingungen nur sehr langsam oder gar nicht ablaufen wiirde,
héngt in kritischem Maf3e von der genauen Position bestimm-
ter Aminosduren im aktiven Zentrum des Enzyms ab. Je nach
Art der katalysierten Reaktion werden Enzyme hiufig in
Familien eingeteilt. So widmet mittlerweile jedes moderne
Lehrbuch der Biochemie den Serinproteasen ein Kapitel, da
sowohl Struktur als auch Mechanismus vieler dieser Enzyme
intensiv untersucht wurden und inzwischen gut verstanden
werden. Mitglieder dieser Familie, wie Chymotrypsin, Ela-
stase und Subtilisin, spalten Peptidbindungen in Proteinen
durch den nucleophilen Angriff eines aktivierten Serinrestes.

Dieses Serin ist Bestandteil der beriithmten katalytischen
Triade, eines hochkonservierten Strukturelements, welches
erstmals fiir das aktive Zentrum von Serinproteasen beschrie-
ben wurde. Die Triade besteht aus den Aminosduren Aspa-
raginsdure, Histidin und Serin, die paarweise iiber Wasser-
stoffbriickenbindungen miteinander verbunden sind (Abbil-
dung 1). Im Vergleich zur nichtenzymatischen Hydrolyse von
Amidbindungen sorgt diese Triade zusammen mit weiteren
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Abbildung 1. Die klassische katalytische Triade der Serinproteasen, die
aus Asparaginsédure, Histidin und Serin besteht.

Strukturelementen fiir eine Beschleunigung der Reaktion um
mindestens neun GroBenordnungen.!!l Im Verlauf der Reak-
tion fungiert das Serin als Nucleophil, wobei es das Carbonyl-
Kohlenstoffatom der zu spaltenden Peptidbindung des Sub-
strats angreift. Das Histidin im Zentrum der Triade wirkt als
allgemeine Base, indem es das Proton der OH-Gruppe der
Serinseitenkette abstrahiert, wihrend das nichtsolvatisierte
Aspartat das entstehende Histidin-Imidazoliumion durch
Bildung einer Salzbriicke stabilisiert. Als Folge davon wird
die Aminofunktion der Abgangsgruppe durch das Histidin
protoniert, so daf3 ein kovalentes Acyl-Enzym-Intermediat
entsteht. Das Intermediat wird im zweiten Teil der Reaktion
durch ein Wassermolekiil hydrolysiert, das durch Wechselwir-
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kung mit demselben Histidin aktiviert ist. Ahnliche kataly-
tische Triaden mit einer hohen Konservierung der rdumlichen
Anordnung der beteiligten Aminosduren findet man in vielen
weiteren Hydrolasen und Esterasen. Dariiber hinaus werden
aber auch Abweichungen von der klassischen Ser-His-Asp-
Triade bei einer wachsenden Zahl hydrolytischer Enzyme
beobachtet, wobei Aminosdurevariationen in allen drei
Positionen auftreten konnen. Diese Variationen dienen mit
groBler Wahrscheinlichkeit der Modulation der katalytischen
Aktivitét dieser Enzyme.?!

In einer kiirzlich erschienenen Arbeit beschreiben Kubiak
et al. die Entdeckung und Charakterisierung einer neuen und
zugleich ungewohnlichen katalytischen Triade in einer Phos-
phatidylinosit-spezifischen Phospholipase C (PI-PLC) aus
dem Bakterium Bacillus thuringiensis.P?! PI-PLC gehort zur
wichtigen Klasse der Phosphodiesterasen, die neben (Desoxy-)
ribonucleasen, cAMP- und cGMP-spezifischen Phosphodie-
sterasen und Restriktionsenzymen auch einige katalytische
RNAs (Ribozyme) umfaft. PI-PLC ist ein ubiquitéres
Enzym, das die Spaltung der sn-3-Phosphodiesterbindung
von Phosphatidylinosit (PI) unter Bildung von lipidloslichem
Diacylglycerin und wasserloslichem, zyklischem Inosit-1,2-
phosphat, das weiter zu Inosit-1-phosphat hydrolysiert wer-
den kann, katalysiert. In Sdugerzellen spielt das Enzym eine
zentrale Rolle bei Signaltransduktionsprozessen, wihrend
bakterielle PI-PLCs als Virulenzfaktoren bekannt sind. Eine
Kristallstrukturanalyse der PI-PLC aus Bacillus cereus im
Komplex mit dem kompetitiven Inhibitor myo-Inosit zeigte,
daf der Inhibitor im aktiven Zentrum auf eine dhnliche Weise
wie das Substrat bindet (Abbildung 2).0!

Anhand der Struktur und unterstiitzender Daten aus
Mutagenesestudien, bei denen einzelne Aminosduren im
aktiven Zentrum gezielt durch andere ersetzt wurden,]
wurde ein katalytischer Mechanismus postuliert, der stark
der allgemeinen Séure-Base-Katalyse der Ribonuclease A
ahnelt. Ribonuclease A gilt ebenfalls als Lehrbuchbeispiel fiir
ein strukturell und mechanistisch intensiv untersuchtes En-
zym.[8! Ahnlich wie in Ribonuclease A fungieren in PI-PLC
zwei Histidinreste, His 32 und His 82, als allgemeine Base bzw.
Sdure (Schema 1). Der erste Reaktionsschritt, eine Umeste-
rung, besteht aus einer Sy2-Reaktion am Phosphoratom.
Dabei abstrahiert His 32 das Proton der 2-Hydroxygruppe des
Inositrings und erleichtert damit den nucleophilen Angriff auf
das Phosphoratom durch das O2-Atom und somit die Bildung
eines pentakovalenten, trigonal-bipyramidalen Ubergangszu-
stands. Der Zerfall des Ubergangszustands wird durch die
Protonierung der Abgangsgruppe Diacylglycerin durch His 82
eingeleitet. Das dabei gebildete stabile, zyklische Inosit-1,2-
phosphat weist, wie erwartet, eine Inversion der Konfigura-
tion am Phosphoratom auf. Die Rolle von His32 als
katalytische Base wird durch Asp274 entscheidend verstarkt.
Analog zu den Serinproteasen bilden Asp274, His32 und die
2-Hydroxygruppe des Substrats (oder des Inhibitors myo-
Inosit) eine ,klassische“ katalytische Triade im aktiven
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Abbildung 2. Binderdarstellung der Kristallstruktur der PI-PLC aus B. cereus im Komplex mit myo-Inosit (linkes Bild). In dieser Abbildung sind a-Helices
rot, S-Faltblattstrange griin und Schleifen hellblau gezeichnet. Das aktive Zentrum (weies Quadrat) ist auf dem rechten Bild vergroBert dargestellt. Gezeigt
ist neben den Aminoséureseitenketten, welche die beiden katalytischen Triaden im aktiven Zentrum des Enzyms bilden, auch der gebundene Inhibitor myo-

Inosit (Ins).
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Schema 1. Schematische Darstellung des Ubergangszustands bei der
Spaltung von PI im aktiven Zentrum von PI-PLC. Gezeigt sind die beiden
katalytischen Triaden und ein PI-Molekiil (R = Diacylglycerin fiir die erste,
R =H fiir die zweite Teilreaktion). Die nichtverbriickenden Sauerstoff-
atome sind analog zu Schema 2 mit Ox und Oy bezeichnet. (Mit Verin-
derungen iibernommen aus Lit. [3].)

Zentrum von PI-PLC (Abbildung 2).5-° In einem zweiten
und wesentlich langsameren Reaktionsschritt ist die Rolle
beider Histidine umgekehrt. Das zyklische Inositphosphat-
Intermediat wird durch ein aktiviertes Wassermolekiil, eben-
falls iiber eine Sy2-Reaktion, unter erneuter Inversion der
Konfiguration zu Inosit-1-phosphat hydrolysiert. Mutage-
nesestudien und enzymkinetische Experimente unter Ver-
wendung natiirlicher und synthetischer Substrate bestitigten
die Bedeutung der Aminosduren His32, Asp33, Arg69,
His82 und Asp274 fiir die Katalyse.>"°]

Durch die geschickte Kombination von Mutagenese, en-
zymkinetischen Messungen und stereochemischer Analyse
schwefelhaltiger Substratanaloga haben die Arbeitsgruppen
von Tsai und Bruzik in den vergangenen Jahren die Rolle
bestimmter Aminosduren im aktiven Zentrum von PI-PLC
systematisch untersucht.l”® 1%l Diese Arbeiten fanden nun in
ihrer neuesten Veroffentlichung, in der sie die Existenz einer
zusitzlichen und neuartigen katalytischen Triade im aktiven

Angew. Chem. 1999, 111, Nr. 16

© WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 1999

Zentrum des Enzyms postulieren, einen vorldufigen Hohe-
punkt.B! Die Triade, bestehend aus den Aminosiduren Arg69,
Asp33 und His82, ist bifunktionell, da sie sowohl die
Phosphatgruppe des Substrates aktiviert als auch die Diacyl-
glycerin-Abgangsgruppe protoniert. Obwohl die genannten
Aminosiuren iiber H-Briicken miteinander verbunden sind,
wie aus der Kristallstruktur des Enzyms ersichtlich ist
(Abbildung 2), ist unklar, ob diese Wechselwirkungen ledig-
lich der Stabilisierung der Struktur im aktiven Zentrum
dienen oder ob sie auch von funktioneller Bedeutung
sind.

Diese Frage wurde nun von den Autoren durch Verwen-
dung eines ,,Matched-mutation“-Ansatzes in eleganter Weise
angegangen. Dieser Ansatz umfa3t die gleichzeitige Ver-
inderung von Protein (durch Mutagenese) und Substrat
(durch Substitution von Sauerstoff- gegen Schwefelatome),
worauf sich eine enzymkinetische Analyse anschlieft. Die
Substitution verbriickender oder nichtverbriickender Sauer-
stoffatome in Phosphodiestern gegen Schwefel ist eine
etablierte Methode zur Untersuchung des katalytischen
Mechanismus von Phosphodiesterasen.[''! Phosphorothioat-
diester sind wegen ihres stereogenen Phosphorzentrums
ideale Verbindungen, um den sterischen Verlauf von Sy2-
Reaktionen am Phosphorzentrum zu untersuchen. Wegen des
im Vergleich zu Sauerstoff wesentlich geringeren Vermogens
von Schwefel, H-Briicken zu bilden, sind Phosphorothioate
im allgemeinen reaktionstrdger und werden daher auch
enzymatisch langsamer gespalten. Im Unterschied dazu sind
Phosphorothiolate, in denen das verbriickende Sauerstoff-
atom durch Schwefel ersetzt ist, chemisch reaktiver, was
sowohl auf die schwichere P-S-Bindung als auch auf den
niedrigeren pK,-Wert der stabileren Thiolat-Abgangsgruppe
zuriickzufiihren ist. Als Thioeffekt wird das Verhiltnis der
Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten kq/ks bezeichnet, wo-
bei sich O und S auf das Substrat bzw. das Thiosubstrat
beziehen. Die Autoren definierten den Thioeffekt von Phos-
phorothioaten als Typ I, den von Phosphorothiolaten als

0044-8249/99/11116-2497 $ 17.50+.50/0 2497



HIGHLIGHTS

Typ 111" und verglichen beide Thioeffekte fiir das Wildtyp-
Enzym und dessen Mutanten.

Durch Verwendung einer 1:1-Mischung beider DPPsI-
Diastereomere (Schema 2) und 3'P-NMR-Spektroskopie zur
Verfolgung der Reaktion wurde gezeigt, da3 das Wildtyp-
Enzym eine &4uBerst hohe Stereoselektivitdt fiir das R,-
Stereoisomer aufweist (kg /ks = 10°). Diese bemerkenswerte

R=C,;H,,CO

DPPI: X=0, Y=0
R.-DPPsl: X=0, Y=S
Sp-DPPsl: X=8, Y=0

R=C;H,;CO

DPsPI: X=0, Y=0
Ry-DOsPsl: X=0, Y=S
Sp-DOsPsl: X=S, Y=0

Schema 2. Strukturformeln der Thioanaloga von PI. (Mit Verdnderungen
iibernommen aus Lit. [3].)

Eigenschaft geht durch Mutation von Arg69 grofitenteils
verloren, selbst wenn man Arg69 konservativ durch die
ebenfalls basische Aminoséure Lysin ersetzt (kg/ks, = 16).
Dies ist hauptsédchlich auf eine Aktivitdtsabnahme um den
Faktor 10* gegeniiber dem R,-Isomer zuriickzufiihren, wih-
rend die Umsetzung des S,-Isomers durch die Mutante
dhnlich schnell wie beim Wildtyp-Enzym ablduft. Die Auto-
ren ziehen den Schluf3, da die Guanidiniumgruppe von
Arg69 spezifisch mit dem pro-S-Sauerstoffatom der Phos-
phatgruppe im Ubergangszustand wechselwirkt. Dies fiihrt zu
einer Aktivierung der Phosphatgruppe fiir den nucleophilen
Angriff durch die ebenfalls aktivierte 2-OH-Gruppe — ein von
den Autoren postulierter direkter Protonentransfer von
Arg69 zur Phosphatgruppe ist aber eher unwahrscheinlich.
Vielmehr handelt es sich bei der Aktivierung der Phosphat-
gruppe durch Arg69 um eine Polarisierung tiber eine H-Briik-
ke.

Die Autoren zeigten auBerdem, dafl die aktivierende
Wirkung von Arg69 eng mit Asp33 verkniipft ist.’) So fiihrt
die Mutation von Asp33 zu Alanin oder Asparagin, in sehr
dhnlicher Weise wie bei der Mutante Arg69 —Lys, zu einem
stark verringerten R,/S,-Verhiltnis, was auf eine funktionell
wichtige Wechselwirkung zwischen diesen beiden Aminoséu-
reresten schlieBen 14Bt.

Die katalytische Rolle von His82 und Asp33 wurde durch
Verwendung des Substrates DPsPI untersucht, das ein
Schwefelatom an Stelle des verbriickenden Sauerstoffatoms
in der Abgangsgruppe enthélt (Schema 2).1) Die Freisetzung
der Thiolat-Abgangsgruppe wurde mit einem kontinuierli-
chen Test verfolgt, bei dem das freie Thiolat durch Reaktion
mit 5,5-Dithiobis(2-nitrobenzoeséiure) abgefangen wird. Das
Wildtyp-Enzym spaltet DPsPI langsamer als das natiirliche
Substrat, PI (ko/ks=24), vermutlich wegen des Verlusts oder
der Schwichung der Abgangsgruppenstabilisierung durch die
allgemeine Sdure His82. Fiir die beiden Mutanten Asp33 —
Ala und His82 —Ala wurde jeweils ein reverser Thioeffekt
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vom Typ Il (ko/ks=0.1) beobachtet. Die hohere Aktivitit
beider Mutanten gegeniiber dem Substratanalogon mit ver-
briickendem Schwefelatom wird den Unterschieden in den
pK,-Werten des freien Thiols von DPsPI (ca. 10) und der
Alkoxyabgangsgruppe von Diacylglycerin (ca. 16) zugeschrie-
ben. Unter dieser Annahme kompensiert der niedrigere pK,-
Wert des Thiols teilweise den Verlust der allgemeinen Sdure
in beiden Mutanten. Diese Ergebnisse legen nahe, daf} die
Diade Asp33-His82 als allgemeine Base in PI-PLC fungiert.
Auf Grund der oben geschilderten gegenseitigen Abhén-
gigkeiten zwischen Arg69, Asp33 und His 82 wird postuliert,
daBl diese Aminosdurereste eine neuartige, bifunktionelle
katalytische Triade bilden (Schema 1).! Die entscheidende
Frage, ob die Wechselwirkungen zwischen diesen Resten
lediglich von struktureller oder in der Tat auch von funk-
tioneller Bedeutung ist, wurde von den Autoren durch
Untersuchung der Kommunikation zwischen Arg69 und
His82 unter Verwendung der Diastereomere von DOsPsl
als Substrat (Schema 2) bearbeitet. Interessanterweise fithrt
die Einfithrung des verbriickenden Schwefelatoms im Ver-
gleich zu DPPsI zu einer drastischen Abnahme des R/S,-
Verhiltnisses, und dies fast ausschlieBlich durch einen Aktivi-
titsanstieg gegeniiber S,-DOsPsl. Fiir die Mutante Asp33 —
Ala wird dagegen ein #dhnliches R,/S,-Verhiltnis fiir DPPsI
und DOsPsl, d.h. ein dhnlicher Typ-I-Thioeffekt gefunden.
Fiir DPsPI und S,-DOsPsI wird ein nahezu identischer Typ-II-
Thioeffekt beobachtet, was einer Entkopplung beider Thioef-
fekte fiir diese Mutante entspricht. Diese Daten sprechen
dafiir, da3 Asp33 eine ,,Kommunikation® zwischen dem Typ-
I-Thioeffekt (d.h. der Funktion von Arg69) und dem Typ-1I-
Thioeffekt (d.h. der Funktion von His82) ermoglicht. Wih-
rend die Daten klare Hinweise auf den postulierten Effekt
geben, konnen kooperative Anderungen der Seitenketten-
konformationen der katalytischen Reste, ausgelost durch die
Bindung von DOsPsl, nicht ausgeschlossen werden. Diese
sterischen Effekte konnten beispielsweise zu einer gering-
fiigigen Positionsédnderung von Arg69 fithren und damit die
beobachtete Abnahme der Stereoselektivitit verursachen.
Fiir alle PI-Thioanaloga wurden im Vergleich zum natiirlichen
Substrat (PI) sehr dhnliche Dissoziationskonstanten (ausge-
driickt in der Michaelis-Konstante, K) ermittelt, so da auf
einen dhnlichen Bindungsmodus zumindest im Grundzustand
geschlossen werden kann.’l Analog dazu kann die berechtigte
Frage gestellt werden, ob die Mutationen im aktiven Zentrum
moglicherweise zu Anderungen in der Tertidrstruktur des
Enzyms fithren kénnten. Dieser Einwand konnte durch den
Vergleich von Circulardichroismus- und NMR-Spektren des
Wildtyp-Enzyms und der Mutanten, die sehr dhnlich waren,
entkriftet werden.’! Diese Daten werden auch durch die
Kristallstrukturanalysen von PI-PLC-Varianten mit Mutatio-
nen im aktiven Zentrum bekriftigt, die auBer dem Amino-
sdureaustausch eine unverédnderte Tertidrstruktur bestéti-
gen.l’l Es darf daraus geschlossen werden, daB der Amino-
sdureaustausch im aktiven Zentrum keine globalen
Anderungen in der Tertizrstruktur des Enzyms hervorruft.
Im Vergleich zur klassischen katalytischen Triade der
Serinproteasen hat die neue Triade vollig andere Eigen-
schaften. Wiahrend erstere ein hochreaktives Nucleophil
bildet, fungiert die neue Triade als allgemeine Sdure, welche
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die Abgangsgruppe und moglicherweise auch ein nichtver-
briickendes Sauerstoffatom der Phosphatgruppe protoniert.
Innerhalb der Triade wird die Aciditdt von His 82 iiber Asp33
durch die Lage des Protons von Arg69 beeinflut und
umgekehrt. Bisher wurden jedoch weder Angaben tiber den
pKa-Wert von Asp33 noch die geometrischen Erfordernisse
der neuen Triade gemacht.

Interessant ist auch die Frage, ob die katalytische Triade der
bakteriellen PI-PLC auch in den interessanteren PI-PLCs aus
Sédugerzellen, die eine wichtige Rolle bei vielen Signaltrans-
duktionsprozessen spielen, zu finden ist. Innerhalb der
bakteriellen PI-PLCs sind alle katalytisch wichtigen Amino-
sduren hochkonserviert. Zwischen bakteriellen und Siuger-
PI-PLCs sind lediglich die beiden katalytischen Histidine
konserviert, wiahrend an den Positionen, die Arg69 und
Asp33 entsprechen, Asparaginsdure bzw. Asparagin zu
finden sind.'”l Beide Reste sind Liganden eines fest gebun-
denen Calciumions, dessen Position mit der Guanidinium-
gruppe von Arg69 im bakteriellen Enzym {iiberlagert werden
kann. Analog zu Arg 69 wird dem Metallion eine Rolle bei der
Stabilisierung oder Aktivierung des Ubergangszustands zu-
gewiesen.[’l Die beiden verschiedenen Modi elektrophiler
Katalyse (H-Briicke oder Metallion) entwickelten sich sehr
wahrscheinlich durch divergente Evolution.

Zusammenfassend bleiben einige wichtige Fragen offen:
Nach welchem Mechanismus erfolgt beispielsweise die Kata-
lyse durch die katalytische Triade? Die Protonierung oder
Polarisierung eines nichtverbriickenden Sauerstoffatoms
durch Arg69 erleichtert sicher entscheidend den nucleophilen
Angriff des negativ geladenen O2-Atoms auf das Phosphor-
atom. Im weiteren Verlauf der Reaktion wére eine deproto-
nierte Phosphatgruppe in der Lage, die sich aufbauende
negative Ladung der Abgangsgruppe abzustoflen. Die zen-
trale Frage ist jedoch, ob Arg69, Asp33 und His82 in der Tat
als katalytische Triade angesehen werden konnen. In der
klassischen katalytischen Triade der Serinproteasen agieren
die individuellen Reste auf konzertierte Weise, was sich darin
widerspiegelt, daf3 die Mutation einer einzelnen Aminosédure
bei unverdnderter ,Reststruktur die gesamte Triade zer-
stort.l! Obwohl Punktmutationen auch bei der neuen kataly-
tischen Triade zu drastischen Aktivitidtsverlusten um Faktoren
von 10? (fiir Mutationen von Asp33) bis 10° (fiir Mutationen
von Arg69 oder His82) fithren,[ 7! konnten diese Mutatio-
nen dennoch geringfiigige sterische Effekte verursachen, die
zu Konformationsdnderungen der Seitenketten benachbarter
Aminosduren und damit zu einer leicht unterschiedlichen
Bindung der konformativ flexiblen Substratanaloga fiithren
konnten. Die Aufklarung von Kristallstrukturen der PI-PLC

im Komplex mit Ubergangszustandsanaloga wiirde sicher
einige dieser Fragen beantworten konnen.

Insgesamt konnen die oben vorgestellten Ergebnisse als
Musterbeispiel fiir eine erfolgreiche Synergie zwischen der
Strukturbiologie auf der einen und der organischen Synthe-
sechemie und Enzymologie auf der anderen Seite angesehen
werden, wobei das Ziel war, neuartige Konzepte der enzy-
matischen Katalyse ausfindig zu machen. Wéhrend die
Kristallstrukturanalyse von PI-PLC die notwendige Voraus-
setzung fiir die Identifikation katalytisch wichtiger Amino-
sduren lieferte und als Grundlage fiir Mutageneseexperimen-
te diente, blieb die genaue Bedeutung einiger dieser Amino-
sduren und besonders ihre Kommunikation wéhrend der
Katalyse unklar. Der vorgestellte ,,Matched-mutation“-An-
satz unter Verwendung von PI-PLC-Mutanten und Thioana-
loga von PI ist eine sehr gut geeignete Methode zur Beant-
wortung dieser Fragen. Man darf davon ausgehen, daf3 sie
auch bei anderen Phosphodiesterasen, z.B. Ribonucleasen,
angewendet werden konnte, deren Katalysemechanismen
auch heutzutage noch stark diskutiert werden.!'4-16]
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