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Effiziente katalytische Promiskuitiit fiir chemisch unterschiedliche

Reaktionen™®*

Ann C. Babtie, Subhajit Bandyopadhyay, Luis F. Olguin und Florian Hollfelder*

Die auBBergewohnliche Effizienz von Enzymkatalysatoren mit
Reaktionsbeschleunigungen bis zu 10 (berechnet als (k./
K,)/k,) wird in Lehrbiichern®™ normalerweise mit beson-
derer Spezifitit fiir einen Ubergangszustand verkniipft. Vor
diesem Hintergrund ist es bemerkenswert, dass Enzyme die
effiziente Katalyse ihrer urspriinglichen Reaktion auch auf
andere Prozesse, in denen andere Bindungen gebildet und
gebrochen werden, ausdehnen konnen. Dieses Phdnomen
wird als katalytische Promiskuitit bezeichnet® und soll eine
Rolle in der divergenten Enzymevolution spielen: Die Du-
plizierung eines Gens fiihrt unverziiglich zu einem selektiven
Vorteil, wenn die Genkopie bereits ein Protein exprimiert,
das durch seine promiske Aktivitit sofort eine neue Funktion
einnehmen kann.*” In den meisten Fillen sind die katalyti-
schen Leistungen (catalytic proficiencies), (Kqu/Kpn)/k, ' fiir
die promiske Aktivitdt deutlich geringer als fiir die ur-
spriingliche: in keinem Fall mehr als 10" und normalerweise
weniger als 101.[%1 Wir beschreiben hier eine promiske ka-
talytische Aktivitdit der Arylsulfatase aus Pseudomonas
aeruginosa (PAS), die einen ungewohnlich hohen Wert fiir
(ke Kk, von 10" aufweist. Eine Reihe von experimentel-
len Befunden zeigt, dass PAS in vivo eine Rolle als Sulfatase
spielt: PAS hydrolysiert mehrere aromatische Sulfoester,™
die Expression von PAS wird unter Sulfatentzug induziert
und in der Gegenwart von anorganischem Phosphat herun-
tergeregelt.!'>"! Das zu PAS gehorige Gen (atsA) ist Teil
eines Genclusters, der auch fiir ein Sulfattransportsystem
kodiert.™ Eine promiske hydrolytische Aktivitit gegen
Phosphomonoester ist bereits beschrieben worden," aber
diese Reaktion wird sehr viel weniger effizient katalysiert als
die Hydrolyse von Sulfoestern. Die hier beschriebene pro-
miske Diesteraseaktivitit {ibersteigt alle bisher bekannten
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promisken Aktivitdten und ist vergleichbar mit der katalyti-
schen Leistung der nativen Sulfataseaktivitit (4 x 10'),1" was
die Annahme, dass eine effiziente Katalyse eine Spezialisie-
rung bedingt, infrage stellt.

PAS wurde in E. coli exprimiert und in drei Schritten
gereinigt.'¥ Das aufgereinigte Enzym erscheint als einzige
Bande in der SDS-PAGE und hydrolysiert den Phosphodi-
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Schema 1. PAS hydrolysiert a) Phosphodiester 1, Phosphomonoester 3
und b) Sulfomonoester 2.

ester 1 (Schema 1) unter Freisetzung des gelben Reaktions-
produktes 4-Nitrophenolat, das leicht detektiert werden
kann, sodass der Reaktionsverlauf spektrophotometrisch
verfolgt werden kann. Die Reaktion des Diesters 1b folgt
einer Sittigungskinetik und wird durch die Michaelis-
Menten-Parameter k., (0.55s7") und K,, (2.2 um) beschrie-
ben, wobei jedes aktive Zentrum mehrfach genutzt wird
(Abbildung 1). Die kinetischen Parameter aller PAS-kataly-
sierten Reaktionen sind in Tabelle 1 zusammengefasst.
Durch eine Reihe von Experimenten wurde sichergestellt,
dass die beobachtete Phosphodiesteraseaktivitidt nicht von
einer Enzymkontamination herriihrt, sondern eine tatséchli-
che Eigenschaft von PAS ist. Wéahrend der Aufreinigung von
PAS eluiert die Diesteraseaktivitidt von drei verschiedenen
Trennsdulen zusammen mit der Sulfatase- wie auch mit der
kiirzlich beschriebenen Phosphomonoesteraseaktivit‘at,[14]
wobei das Verhiltnis aller drei Aktivitidten konstant ist (Ab-
bildung S1 in den Hintergrundinformationen). Ein Phospho-
diestersubstrat ist ein kompetitiver Inhibitor der eigentlichen
Sulfataseaktivitit von PAS (Abbildung S2 und S3 in den
Hintergrundinformationen), was darauf schlieen lésst, dass
die Katalyse fiir beide Reaktionen im selben aktiven Zentrum
stattfindet. Eine Mutante, in der das reaktive Nucleophil des
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Abbildung 1. Die promiske Phosphodiesteraseaktvitit von PAS. Ein ty-
pisches Michaelis-Menten-Diagramm, in dem die Anfangsgeschwindig-
keit v, fiir den Phosphodiester 1b in Abhingigkeit von dessen Konzen-
tration dargestellt ist ([PAS]=15 nm; [1b]=1.1-165 pum). Einschub:
Der Reaktionsverlauf der Reaktion von PAS mit dem Phosphodiester
1b ([J; [PAS] =10 nm, [1b]=2 um) zeigt mehr als 200 Reaktionszyklen
pro aktivem Zentrum. Zum Vergleich sind die entsprechende Reaktion
des Sulfomonoesters 2 (O; [PAS]=0.5 nm, [2]=2.3 um) und die jewei-
ligen unkatalysierten Reaktionen (I, @) dargestellt. Reaktionsbedin-
gungen: 25°C, 0.1 M Tris-HCl (pH 8.0), 0.5 mgmL™' Rinderserumalbu-
min (BSA), 0.5m NaCl. Tris =Tris (hydroxymethyl)aminomethan.

Tabelle 1: Kinetische Parameter der Hydrolyse der Phosphodiester 1, des
Sulfomonoesters 2 und des Phosphomonoesters 3.7

Substrat K, [um] Keat [571] kcat/Km [""71 54] (kcat/Km) /kz[b]
1a 617 +61 0.073+0.004 119+7 6.5%10'"
1b 22403 0.55+0.02 (2.540.3)x10°  1.3x10'"

1c 2542 0.19+0.01 (7.6£0.5) x10°

20 0.2940.03 14.2+0.6 (4.940.8)x107  4.3x10'

30 29.1+2.0 0.023+0.001 790+58 1.6x10"

[a] Reaktionsbedingungen: 25°C, 0.1m Tris-HCl (pH 8.0), 0.5 mgmL™'
BSA,0.5m NaCl (fur 1a—c). [b] Fur hydrolytische Reaktionen wurde die
Geschwindigkeitskonstante zweiter Ordnung (k,) der unkatalysierten
Reaktion als k,,.../55M berechnet. Die Werte von k... (in s™') bei 25°C,
pH 8.0M ™ sind: 1.0x107"? (1a), 1.1x107"" (1b), 6.2x107"° (2), 2.7x
107° (3). [c] Die Parameter fiir die Hydrolyse von Sulfo- (2) und Phos-
phomonoestern!™ (3) sind zum Vergleich hinzugefiigt.

Wildtyps durch Serin substituiert ist (C51S; siche Schema 2)
hat k,-Werte fiir die Reaktionen des Phosphodiesters 1b und
des Sulfomonoesters 2,/ die um Faktoren von > 10* bzw. 10°
unter denen des Wildtyps liegen (Tabelle 2).1"!

Katalytische Promiskuitit ist eine bekannte Eigenschaft
von PAS, die Phosphomonoester (z.B. 3) hydrolysieren kann,

Tabelle 2: Kinetische Parameter der C51S-Mutante von PAS.P

Substrat K [um] ke [s7'] Keat/ Ky [M7"'s77]
1b 3.7+03 (<5.5£0.1)x107° <1541
20! 0.25+£0.06 (5.4+0.2)x10°* (2.14£0.5) x 10"

[a] Reaktionsbedingungen: 25°C, 0.1m Tris-HCl (pH 8.0), 0.5 mgmL™"
BSA, 0.5m NacCl (fiir 1b). [b] Die Parameter fur die Hydrolyse des Sul-
foesters 2" sind zum Vergleich hinzugefiigt.

Angew. Chem. 2009, 121, 3746 3749

© 2009 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte

wenn auch mit geringerer Effizienz als Sulfomonoester (z.B.
2).4 Die katalytischen Leistungen (k. /K,,)/k, der enzyma-
tischen Reaktionen der Substrate 3 und 2 sind 1.6 x 10** bzw.
43x10" (Tabelle 1). Die Phosphodiesteraseaktivitiat (1b)
von PAS hat eine auflergewohnlich hohe katalytische Leis-
tung von 1.3 x 10", (Eine promiske Aktivitit gegen cyclische
Phosphodiester ist schon frither festgestellt worden, aller-
dings mit geringerer Effizienz.'"") Dieser Wert iibertrifft ty-
pische Reaktionsbeschleunigungen, die fiir die eigentlichen,
nativen Aktivitdten von verschiedenen Enzymen berechnet
wurden, und ist unseres Wissens die hochste katalytische
Leistung, die bisher fiir promiske Enzyme gemessen
wurde.™!! Zum Vergleich: Zwei strukturell und evolutionir
verwandte Enzyme, die derselben Superfamilie zugeordnet
werden, katalysieren dieselben drei Hydrolysereaktionen,
unterscheiden sich aber in ihrer Préferenz fiir die native ge-
geniiber der promisken Reaktion: Alkalische Phosphatase
aus E. coli (AP) ist eine natiirliche Phosphomonoesterase, die
promiske Sulfomonoester- und Phosphodiesteraktivitdten
aufweist,'*1% deren katalytische Leistungen mehr als 10°-fach
geringer als die der nativen Phosphataseaktivitit sind ((k.,/
K.)/k,=7x10"). Die Nucleotid-Phosphodiesterase/Pyro-
phosphatase (NPP) aus Xanthomonas axonopodis bevorzugt
die Hydrolyse von Phosphodiestern ((ke/K)/k, =8 x 10")
gegeniiber Sulfo- und Phosphomonoesteraseaktivitdten (mit
katalytischen Leistungen unter 10'1).2%-2!]

Es ist bemerkenswert, dass PAS hohe und #hnliche Be-
schleunigungen fiir zwei Reaktionen mit verschiedenen Re-
aktionsmerkmalen erreichen kann. Beide katalysierten Re-
aktionen konnen als Hydrolysereaktionen klassifiziert
werden, beruhen aber auf verschiedenen Reaktionsmecha-
nismen, d.h., die Abfolge der Spaltung alter Bindungen und
Bildung neuer unterscheidet sich. Die mechanistischen Al-
ternativen fiir die Reaktionen dieser Substrate in Losung
werden durch verschiedene Ubergangszustinde definiert:
Phosphodiester 1 durchlduft einen stérker assoziativen
Ubergangszustand, in dem nur geringe negative Ladung an
der Abgangsgruppe akkumuliert wird.”>?! Die Reaktionen
des Sulfo- und Phosphomonoesters dagegen sind durch dis-
soziative Ubergangszustande mit betrichtlicher Teilladung an
der Abgangsgruppe (Abbildung2) gekennzeichnet.?>>%!
PAS zeigt eine hohere Selektivitét fiir die Substratstruktur als
fiir die Charakteristika des Ubergangszustandes: Die Diester
1a-c unterscheiden sich 10°-fach in k,/K,,, wobei Diester mit
zwei aromatischen Ringen bevorzugt werden. Dagegen un-
terscheiden sich die Werte fiir den Phosphodiester 1b und den
Sulfoester 2 nur 100-fach. Die Ladung des Substrates scheint
betrachtlichen FEinfluss auf die Reaktivitit zu haben: Die
Zunahme der Ladung im Phosphomonoestersubstrat 3 (ge-
geniiber jener in Sulfoester 2) fiihrt zu einem 6 x 10*-fach
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Abbildung 2. Ubergangszustinde der assoziativen Phosphodiester-
(links) und dissoziativen Phosphomonoesterhydrolyse (rechts).
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niedrigeren Wert fiir k.,/K,,, obwohl beide Reaktionen dis-
soziative Ubergangszustinde aufweisen. Die tatsichlichen
Charakteristika der Ubergangszustinde in der enzymatischen
Reaktion sind noch zu bestimmen. AP,?"*! einige andere
Phosphatasen!®?! und eine Sulfatase® nutzen Ubergangs-
zustdnde, die auch bei der unkatalysierten Reaktion in freier
Losung dominieren. Allerdings gibt es auch Gegenbeispiele,
z.B. ein promiskes Enzym, das Phospho- und Phosphonat-
monoester mit Ubergangszustinden hydrolysiert, die einan-
der dhnlicher sind als die der unkatalysierten Reaktionen.!!
Die effiziente Hydrolyse von Phosphodiestern durch PAS
konnte durch Gruppen des aktiven Zentrums unterstiitzt
werden, die dhnliche Funktionen bei der nativen und pro-
misken Reaktion ausiiben. So involviert der doppelte Sub-
stitutionsmechanismus von Sulfoestern®® eine Lewis-Séure-
katalyse durch ein Ca®"-Ion, ein reaktives Nucleophil und
eine effiziente Substratbindung sowie allgemeine Sidurekata-
lyse durch verschiedene Aminosduren im aktiven Zentrum
(Abbildung S4 in den Hintergrundinformationen). Die her-
abgesetzte Aktivitdt der C51S-Mutante bestétigt ferner die
wichtige Rolle, die das Formylglycin (FGly) als Nucleophil,
das durch post-translationale Modifikation von Cystein 515!
generiert wird, bei beiden Reaktionen spielt. Dieses Nuc-
leophil kann durch Halbacetalspaltung regeneriert werden,
sodass dasselbe aktive Zentrum weitere Substratmolekiile
verwerten kann (Schema 2; Einschub in Abbildung 1).

H. O H,0 HO._OH
FGly51 FGly51
R
OH A HA -o—g:o
0-P=0 OR
OR [_OH
o-p R-OH
. 2
B: _H-01 L0
FGIy51

Schema 2. Die Rolle des katalytischen Nucleophils FGly51 in mehreren
Reaktionszyklen wihrend der Phosphodiesteraseaktivitiat von PAS. Das
Intermediat wird durch Basenkatalyse, die zur Spaltung der C-O-Bin-
dung fiihrt, abgebaut. Dieser Mechanismus gilt in dhnlicher Form fiir
Phosphat- oder Sulfatintermediate, die nach Reaktion mit dem FGly-
Nucleophil entstehen. Aus diesem Grund ist der Schritt des Intermedi-
atabbaus derselbe. Das Metallion und die Aminosiuren, die wichtig
fiir die allgemeine Siure- und Basenkatalyse sind, wurden weggelassen
(siehe Abbildung S4 in den Hintergrundinformationen).

Die ausgepriagten Reaktionsbeschleunigungen durch PAS
machen deutlich, dass PAS ein hocheffizienter Katalysator fiir
die Sulfomonoester- und Phosphodiesterhydrolyse ist, was
sich in besonderer Affinitit fiir die Ubergangszustinde der
Substrate 1b und 2 (mit kleinen Bindungskonstanten K, von
1.3 x 107" bzw. 4.2 x 107" M) manifestiert. Diese Kombination
von hoher Effizienz und geringer Spezifitit ist bemerkens-
wert. Es ist zu vermuten, dass dieses Enzym nur geringem
Selektionsdruck gegen die promiske Aktivitit ausgesetzt war
und dass die zusidtzlichen Aktivititen dariiber hinaus von
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Vorteil gewesen sein konnten. Die Verwendung der kataly-
tischen Gruppen fiir drei Reaktionen bedeutet, dass — trotz
unterschiedlicher Ubergangszustinde, Substratstrukturen
und -groflen — eine evolutiondre Bifurkation relativ einfach
vonstatten gehen kann. Dieser Befund kann dahingehend
interpretiert werden, dass die Féhigkeit eines Enzyms zur
Katalyse einer zweiten Reaktion nicht nur in frithen Phasen
der Evolution,? die durch Katalysatoren geringer Effizienz
charakterisiert sein mogen, stattfinden kann. Vielmehr
scheint dies auch bei besonders guten Katalysatoren noch
moglich zu sein. Ein Katalysator mit mehreren Aktivitdten
(in diesem Fall mit k.,/K,-Werten, die sich nur 200-fach fiir
zwei sowie 6 x 10*-fach fiir drei Reaktionen unterscheiden)
hat einen Vorsprung, der in weiteren Evolutionszyklen aus-
gebaut werden kann. Anpassungsfihige Katalysatoren wie
PAS konnten niitzliche Bestandteile des zelluldren Instru-
mentariums sein und als gleichsam universelle Katalysatoren
eine Reihe von Funktionen ausfiihren, mit deren Hilfe ein
Organismus schnell auf Umwelteinfliisse reagieren kann.
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