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Summary of this thesis,

Phospholipase A2 is a digestive enzyme that is
produced in the pancreas of mammals as a
proenzyme. Tbis proenzyme is activated in the
duodenum by tryptic cleavage of the fint seven N-
terminal amino acids. The enzyme can also be found
in large quantities in tbe venom of snakes and bees.
In much smaller amounts it occurs in almost every
ce[-tne, wbere it plays a role in the tumover and
maintenance of membranes and in the production of
arachidonic acid. Arachidonic acid is a precursor of
compounds that are involved in inflarnmation and
allergic reactions. Tbercfore, much effort has been
put into the design of inhibitors of phospholipase
A2 which could be used as drugs in the treatrnent of
sfuonig inflammatory diseases such as asthma and
anbritis

Phospholipase A2 catalyses the hydrolysis of the
sn2 ester bond of phospholipids in a calcium
dependent rcaction. The enzyme is both highly
sterco- and site specific. The calcium ion impo(ant
for the activity binds in the active site of tbe enzyme
close to His48 aod Asp99, the catalytically
imponaDt residues of phospholipase A2. Based on
the three-dimensional structure and biochemical
experimenB, a mechanism was proposed in which a
water molecule tbat is bydrogen bonded to His48,
attacks the carbon atom of the scissile bond and a
tetrahefual intermediate is formed. Breakdown of this
tetrahedral intermediate yields a fany acid and a
lysophospholipid Calcium was proposed to have a
dual role in this mechanism: firstly to bind the
oxygeD atom of the scissile bond and to polarize the
bond, thereby helping to stabilize the formed
transition intermediate. Secondly calcium was
proposed to bind the phosphate group of the
phospholipid. However uDtil recently, no direct
evidence had been obtaired forrhis prqosed rcaction
mechanisrn.

Phospbolipase is mucb morc active on aggegated
substrates than on monomeric substrates, Tbe
enzyme binds to the interface between lipid and bulk
water and becomes more than a 1000 times more
active. Tbe mechanism of this activation is one of
the main topics in tbe research on phospholipase
A2. Cunently the structurd differences of the
gubstrate molecule in the aggregated state and the
monomeric state are tbougbt to be tbe most
imponant factor in this activation.

ID this tbesis the structures of several mutants of
porcine pancrcatic phospholipase A2 and complexes
of a mutant with inhibitors are described and
rliscussed. The main subject of slmost all these
studies is the analysis of the reaction mecbanism
towards monomeric substs"tes and th activation of
tbe enzyme by aggrcgarcd substrates. Tbe role of
Ioops and individual aminsacids is investigated by

site-directed mutagenesis experiments. The
complexes widh inhibitors allowed the identification
of key-elements in tbe reaction mechanism and also
the hydrophobic binding pocket could be described in
more detail. Ttle structurc of these complexes could
serve as a tbe stafiing point for drug-design
puryoses.

Summary of tbe cbapters

In the first chapter we give an overview of the most
important properties of phospholipase A2. The
general structure is described and a discussion about
the reaction mechanism is given. Models about tbe
activation of the enzyme on aggregated substrate
models ue described and discussed-

ln chapter 2 we describe the characterization and
structue determination of a porcine phospholipase
A.2 mutart in which loop 62 to 66 is rcmoved by
site-directed mutagenesis. This loop is missing in
snake venom phospholipases, which have in general
higber nrm-over numbers end a difftreut specificity.
This 462-66 mutant shows a twofold incrcase in
activity towards monomeric substrates and a sixteen
fold higber activity towards aggregated s[sn 6[ein
lecithins, but a decreased activity towards regatively
charged substrates. The mutant has also a specificity
sl.ightly different from the d9 typ" enzyme. The
sttuctue determination to 2.5 A resolution sbowed
that tbe overall structure of tbe mutant enzyme does
not change, only in the rcgion of the loop deletion
conformational changes occur. The couformation of
the deletion loop is intennediate btween the loops
of wild type porcine and Crotalus atrox
phospholipase A2, which lacks 8 residues in this
region. No conformational changes of tbe active site
rcsidues could be seen, although some minute
changes migbt ocanr since tbe binding constant for
tbe calcium ion in the active site has also ghanged.
Tbe explanation for the increase in activity towards
the micellar sbort chain lecithins is hampercd by the
lack of structural information about the eDzyme-
micelle complex. However, tbe deleted loop is part
of the putative binding site for aggregated
moleqrles, which is affected by the mutations. One
hypothesis is that be active site could now have a
slightly differeot orientation with rcspect to the
interface. Altematively tbe interface binding site in
the mutant lies morc or less in one plane, while in
tbe wild type enzame tbe deleted loop protnrdes from
this plane. This protrusion might destabilize the
enzyme-m ice l l e  comp lex ,  boweve r  t he
hydrophobicity of rhis loop miSht be beneficial for
the complex of phospholipase with rclatively tighdy
packed micelles.

The refinement of the ftructure of this 462-66
mutart to 2.1 A resolution and a detailed dcscription
of the suucture are given in chapter 3. Tbe mutant is
rcfrned by a combination of molecular dynamics
rcfinement by tbe MDX-GROMOS package and
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least squares rcfinement by the TNT package. The
structurc is refined to an R-factor of 18.67o.
A comparison with the wild type enzyme sbowed
that an intemal bydrophobic pocket io whicb Phe63
was buried is maintained in tbe structue of the A62-
66 mutant by a movement of the disulfide bridge
between residues 62 and 66. A second calcium
binding site between two phospholipase molecules
is discussed. This second calcium binding site is
also found in tbe wild type enzyme. Site-directed
mutagenesis experiments had given indications that
Asp66 might be part of this binding site, but ia this
mutant structu€ the second calcium is still seen,
althougb residue 66 is deleted.

In chapter 4 we describe the structure of a complex
b€tween a mutant phospholipase A2 and a zubstrate
derived inhibitor atrd the implications of this
structure for the reaction mechanism. The inhibilor
has an amide bond instead of an ester bond at the C2
position aod only a sbort dkyl chain at the Cl
position of the glyctrol. The stnrcture clearly
showed tbat the calcium ion, as was prcdicted by the
proposed reaction mechanisrn, interacts both with
one of tbe oxygeDs of the phosphate group and the
carbonyl oxygen of the scissile bind of tbe inhibitor.
These two oxygens rcplace &e two waten molecules
that ligate tbe calcium in the bovine phospholipase
A2. Also Tyr69 iDteracls with the phosphate group
and the substrate molecule is fixed between tbese
three specific interactions. The fatty acid at the C2
position of tbe glycerol makes many contacts with
hydrophobic rcsidues. Many of tbese rcsidues are
consewed or substituted by residues witb an
equivalent funaional group thougbcul lfos femily of
phospholipases A2. Tbe inhibitor is bound in a
conformation which is similar to that of natural
phospuol ip ids,  as determined by X-ray
crystallograpby and NMR in solution.
However tbe pmposed nucleophilic water molecule
ncar tbe N6l of tbe active site histidine could oot be
obscrved iD tbe structurc of this complex. Tbere is a
hydmgeo bond between tbe NH of thc amide bond of
the inhibitor and the N6l atom. ln a tnre substrate
this hydrogen bond can not exist. Modelbuilding
showed that by simple tilting of tbe ester bmd away
from tbc N6l, enough spacc could be created for a
water molecule. This water molecule makes a
hydrogen bond to tbe histirlirr and is at about 2.8 A
from the carbonyl carbon stom of the substrate
molecule. With natural substrates this water could
tbercfore act as the nucleqhile.

In chapter 5 tbe stnrcture dctemrination and
refinement of tbe ccnplex is described Tbe structurc
was solved by molecular rcplacrment metbods,
using the 46266 mutant as search moleqrle in tbe
rotation and translation functions. Thc refinement
was done with the TNT package. J[s 6nel R-factor
was 18.9 9o fot alJ data between 8 and 2.4 A
rcsolution.
Tbe structure is compand to tbe wild type porcine
enzyne aod also to the bovine phospholipase A2

and the structure of bovine phospholipase A2
covalently inhi$i16d by pbromo-phenacylbromide.
They are no conformadonal changes of the backbore
upon binding 6f the inhifiley in the enzyme, only
some sidechains adjust tbemselves. Tbe C2 fatty
acid chain of the inhibitor is bound in a pocket that
also binds a 2-methyl-2,4 pentanediol molecule in
the native bovine phospbolipase A2 and pafi of the
pbromo-phenacyl in the pbromo pbenacylbromide
inhibited suucture.

A complex of the same mutant but with an other
inhibitor is described in chaper 6. Like the previous
inhibitor this compound has an amide bond instead
of an ester bond at the C2 position of tbe glyoerol,
but at the Cl position a short fatty acid is prcsent-
A dataset is collected on Imageplate in the
sync-hrotron at the EMBL outstatioD in Hamburg to
2.7 A resolution. Tberc arc two protein moleqrles in
the asymmetric unit, in each of tbem the inhibitor
molecule is bound in a different position. The
density for the inhibitor molecules is only limited.
The carbonyl oxygeos of the scissile 6ead sf this
inhibitor are Dot ligated to the calcium ion, the
phosphate groups make however interactions with
both the calcium ion and Ty69. The C2 acyl chain
binds in a similar marupr as is tbe case for tbe
inhibitor described in chapters 4 & 5; the Cl acyl
chain makes in one of the two molecules an
interaction with the tryptopbaa at position 31. Tbe
structure of this complex might reflect the
unproducive bin.ling of monomeric zubstratcs in tbe
active site of phospholipase A2.

Tbe two conserved tyrosines which are part oftbe N-
termi.nal hydrogen bonding system of pbospbolipase
A2 are investigated in chapter 7. Rom site directed
mutagenesis qperiments it was known tbat tbe two
tymsi.nes at position 52 and 73 could be mutated
into phenylalanims with only very limited effect on
the catalytic propenies of tbe enzyme. However if
these tyrosines werc replaced by other residues no
activity was left" Based on these obsenrations it was
concluded that the aromatic rings of thcse two
rcsidues are of structurd importance for tbe enzyme
and that tbey bad oo catdytic role. To see how th€
enzyme compensates tbe loss of the two hydroxyl
groups,tbe structures of the phenylalanine mutants
were determired. The structucs $owed thar tberc are
neitber conformatiooal changes of tbe enzyme, nor
extra water molecules could be observed near the
positions of tbe deleted hydroxyl groups.. In each
mutant there is a loss of a bydrogen bond, Asp99 is
no longer making all it's possible hydrogen bonds.
This could bave an effect on tbe stabilitv and/or tlre
fol.ling of phospholipase A2.

In chapter 8 the sructue detemrination of a mutant
in whicb Pbe63 is rcplaced by a valine is described.
A loop of 14 rcsidues, in which tberc is only one
substitution (bovine: Val63; porcine: Phe63)
between tb€ boviDe and porcine pbospholipases 42,
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a large conformational difference occurs. This
difference in conformation was explained by the one
substitution. To see whether this hypothesis was
correct the structurc was determined of a porcine
mutant in whicb Phe63 was replaced by a valine.
The enzyme was crystellized in a new crystal form,
in space group P212121. The structure
determination by molecular replacrment methods
showed that there is a dimer in the asymmetric unit,
zuch that the local two-fold axis is parallel to one of
tbe crystal axes. The crystallographic and non-
crystallographic symmetry operators together
genente a second molecule in the same orientation
as the 6rst molecule in the :rnit cell, approximately
translated ovet l/2, ll2, 0 relative to the first
molecule. This gives rise to C2221 pseudo
symmetry. Tbe structue was refined by le:st squarcs
refinement (TNT) and molecular dynamics
rcfinement Q(PLOR).
Loop 58 to 68 in the first monomer in the
asymmetric unit is in very weak density and
probably disordercd or very flexible, while the same
loop in the second monomer is in good density and
i t 's  conformat ion could be determined
unambiguously. This loop bas a structurc which
rcsembles the structure of the loop in the bovine
enzyme, especially the first part . The second pafi
deviates, probably due to the substitution of Asn71
by a Glu. Wbile Asn 7l makes a hydrogen bond
with Asp66 in the bovine enzyme, GluTl in the
porcine PLA2 is part of a binding site for a second
calcium ion. This site does Dot occur in the bovine
structure. Like in the A62-66 mutant the
hydrophobic pocket, in which Phe63 was buried, is
maintained and now accommodates the disulfide
bridge between Cys6l and Cys91.
Tbe differcnce in tbe disorder of the loop in tb two
monomers in tbe asymmetric unit shows that this
loop is probably only marginally stabilized by
hydropbobic contacts and hydrogen bonds. The
structure also shows that indeed this single
Phe63Val substitution can cause a dramatic
confonnational chrnge.

Samenv r t t i ng .

Fosfolipase A2 is een enzym dat onder andere
geproduceerd wordt als proenzyme in de alvleesklier
van zoogdieren. Het wordt geactiveerd door
afspliaing van de eerste zeven aminozurcn in de
twaalf vingerige darm. Phospholipase A2 speelt hier
een rol bij de vetering van voedsel. Het eiwit kan
ook in grote hoeveelheden gevonden worden in bet
gif van slangen en bijen. In veel kleinere
hoeveelheden wordt het aangetroffen in bijna elke
cel, en hier vernrlt het een rol bij de membraan
regulatie en de productie van arachidonzuur, een
uitgangsstof voor de synthese van verbindingen die
betrokken zijn bij bet onstaan van ontstekingen en
allergische reacties. Veel onderzoek aan fosfolipase
is d.n ook gericht op bet vinden van rcmmers van
fosfolipase A2 die gebruikt kunneo worden als

geneesmiddelen ussl gbr6nisghe oostekingszielles
zoals asthma en rbeuma.

Fosfolipase A2 is een tlein eiwit var ongeveer
14000 dalton. Het bevat een groot percentage
secundaire struktuur. AI deze secundaire struktuur
elementen zijn aan elkaar gekoppeld door
zwavelbruggen

Het enzym katalyseert de hydrolyse van de
esterbinding op de sn2 plaats van fosfolipiden.
Fosfolipiden zijn de hoofdbestanddelen van
membranen. Fosfolipase A2 is zowel stereo- als
plaasspecifiek. De reaktie vindt alleen plaas in
aanwezigheid van een calcium ion, dat gebonden is
in het actief centrum. His48 en Asp99 zijn de
aminozuren die betrokken zijn bij de katalyse. Op
grond van de 3D-struktuur en biochemische
experimenten is er een algemeen werkings-
mechanisme voorgesteld waarbij een water molekuul
een nucleofiele aanval op het koolstof atoom van de
te splitsen binding uitvoert. Er onstaat een
tetragdrisch intermediar dat uiteen valt in eeo vetzuur
en een lysopfosfolipide. Er zijn een aantal funkties
voor het calcium ion voorgesteld. Ten eerste moet
het een interactie geven met de carbodele arurstof
van de te knippen binding en deze binding
polariseren. Verder is het betrokken bij de
stabilisatie van het tussenproduct en moet bet de
fosfaatgroep van het fosfolipide binden. Lange tijd
was er echter geen direkt bewijs voor dit
rcnhlgmschanisrng,

Fosfolipase vertoont een veel grotere aktiviteit ten
opzichte van substraat moleculen in geaggregeerde
toestand dan op de losse substraat moleculen. Het
enrym kan binden aan het grensvlak tussen de
lipiden en de waterige oplossing en het is in deze
toestand meer dan 1000 keer zo aktief. Het
mechanisme van detr aktiviteits verhoging is eeo
bclangrijk onderdeel van het onderzock aan
fosfolipase A2. De belangrijkste reden van deze
activiteiwerhogrnS wordt meestal toegescheven aan
bet venchil in conformatie van losse gubsFaat

meleculen in oplossing en die in geaggregeerde
toestast

Dit proeftchrift behan<telt de stru,ktuurbepaling van
verschillende fosfolipase A2 mutanten en complexen
van deze mutanten met rcmmers die op nuuurlijke
s'ubstraten lijken. Het belangrijkste doel van bet
onderzoek was het opbelderen van het
reaktiemechanisme van fosfolipase A2 zowel op
monomere substraat moleculen als op substraat
moleculen in geaggregeerde toestand. De rol van
enkele aminozuren en van een oppervlakte "loop"
zijn bestudeerd met behulp van plaats gerichte
mutagenese. De strulcuren van de cornplexen met de
remmers hebben het mogelijk gemaakt om
elementen van het reaktie mechanisme te
karalcerisercn en ook een hydropbobe bindingsplaas
waarin de vetanu*ete$ biDden is geidenti-ficeerd" De
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struktuur vaD deze complexeD kan een eerste stap
zi jn voor de ontwikte l iDg vaD eeD nieuw
geneesmiddel.

b) Samenvatting val de hoofdstukken.

ln hoofdsnrk I wordt een algemene inleiding over de
struktuur, funktie en werking van fosfolipases
gegeven. Het reaktiemechanisme wordt uitgelegd en
bediscussieerd. Modellen voor de aktivatie van
fosfolipase op grensvlakken worden uitgelegd

In hoofdstuk 2 worden de kinetische en stnrktuele
eigenschappen beschreveo van een mutaot waarin
een oppervlakte "loop" (rcsidue€n 62 tot en met 66)
is verwijderd. In slangegif fosfolipases wodt ook
een dergelijke deletie aangetroffen. Deze enzymen
zijn veel aktiever .la. de pancreas enzymen en
hebben ook een iets anderc specificiteit. De mutant
bleek eigenschappen te bebben die meer op die van
de slangegif enzymen leken. De 3-D struktuur liet
zien dat het grootste gedeelte van bet eiwit een zelfde
opvouwing had als het varkens fosfolipase A2,
alleen in het gedeelte van de deletie wrren grote
afwijkingen te zien. Het alcief centrum was niet
veranderd. Een mogelijke verklaring voor de
activiteits veranderingen zou kunnen zijn dat de
bindings plaats voor geaggregeerde substraat
molekulen is veranderd

Io hoofdstuk 3 wordt de verdere verfijning tot een
resolutie van 2.1 A van deze suuktuui besihreven.
Een hydrophobe bindings plaats, waarin Phe63
geplaatst zat, is nog steeds aanwezig en wordt nu
opgevuld door een zwavelbrug die van positie
verandert. Een tweede calcium bindings plaas russen
twee fosfolipase molekulen wordt bediscussieerd-

In boofdstuk 4 wordt de struktuur van een complex
van fosfolipase A2 met een remmer bcschreven.
Dcze remmer lijkt op het natuwlijke subscaat maar
heeft in de plaats van een ester binding op de C2
positie van het glycerol een amide biDrling. Verder
zit er geen vetzuur keten op de Cl positie maar een
korte alkyl staan. Deze stru,ktuur toont duidelijk aan
dat het calcium zowel een interactie heeft met een
zuurstof van de fosfaatgroep als met de zuurstof van
de te knippen binding. Deze twee anurstof atomen
vewangen de rwee water molekulen die een interactie
hadden met de calcium in de nrnder fosfolipase A2
struktuur. De vetzuurketen op de C2 plaats maakt
vele contacten met hydrophobe residuen in het
aktieve centrum van fosfolipase. Veel van deze
residue€n zijn geconserveerd of hebben een
vergelijkbare firnctionele goep in de familie van
fosfolipases A2. De rcmmer beeft een conformatie
die erg veel fijkt op die van oatuurlijke lipiden.
Echter bet water molecuul dat van belang is voor het
reaktie mechanisme kan niet in deze struktuur
gevonden worden. In de plaats daarvan is er een
walerstoftrug tussen de NH van de amide-binding in
dc remmer en het N6l rtoom van His48. In
natuurlijke substraten ken (s2p watentofbrug niet

gevormd worden en de afstand tussen het substraat en
de histidine zal grotet zijn. Hierdoor zou er ruimte
vrij kunnen komen voor een water molekuul.
Modelbouw toont aan, dat inderdaad door een
simpele verschuiving van de remmer er geooeg
plaats zou kunnen ontstaan voor dit water molekuul.

De details van de struktuur opheldering van het
complex beschreven in hoofdstuk 4 en eeo
vergelijking met andere fosfolipases wordt gegeveo
in hoofdstuk 5..

In hoofdstuk 6 wordt de struktuur van een complex
met een andere remmer beschreven. Deze remmer
beeft net als de remmer in de vorige twee
hoofdstukken een amide binding op de C2 positie,
maar het beeft ook een kone vetanur keten op de Cl
positie. Het bleek dat deze remmer op twee
verschillende manieren in het eiwit bindt. Welficht
dat de $nrlcuur van deze complexen een aftpiegeling
is van de niet -productieve bindingswijze die
monomeren in het aktief centrum van fosfolipase A2
zouden kunnen hebbeo.

In hoodstuk 7 wordt ingegaan op de rol van twee
geconseweerde tFosines in het waterstofbruggen
systeem dat de N-termi.nus van het eiwit verbindt
met de actief ceotrum residueen. Oodanks het feil dat
deze tyrosines geconserveerd zijn, kunnen ze
vervangeo worden door fenylalanines zonder dat de
activiteit van het eiwit wordt aangetast
De struktuur opbeldering van de twee mutanteD
toont aan dat in beide een waterstofbrug verloren
gaat en dat Asp99 niet langer in staat is al zijn
waterstofbruggeD te maken. Dit zou van invloed
hunen zijn op zowel de stabiliteit als de opvouwing
van bet eiwit

In hoofdstuk E wordt de stnrctuur en struktuur
opheldering beschreven van een mutant waarin
Phe63 is ven,angen door een valine. In eeo "loop"
vn 14 aminoanrcn is de zubstitutie van een Val in
runder fosfolipase Daar een Phe in varkens
fosfolipase de enige verandering. De conformatie vao
dezc "loop" is ecbter in bcide eiwinen verschillend
De vertlaring voor dezc verandering srsd aen @ ene
substitutie zelf toegeschreven. Een mutant is
gecontnreerd in Uttecht waari.o Pbe 63 in bt va*ens
enzyme is vervangen door een valine.
ltret eiwit kon gelristalliseerd worden in ruimtegroep
721212y Tijdens de struktuur bepeling met hhulp
van rotatie- en translatie functies bleek dat er een
dimeer in de asymmetriscbe eenheid is, waarbij de
lokale tweevoudige rotatie-as parallel loopt aan oen
van de kristallografische schroefassen.De
kristallografische en niet kristallografische
symmetrie operatorcn tesamen, genereerden een
tweede molecuul in dezelfde orientatie als het eerste
molecuul in de eenheid-cel Dit molecuul is
urgeveeer over een vector lt2,ll2,0 getraDsleerd teD
qzichte van bet eerste molecuul. Dit gaf aanleiding
to C222 1 pseudosymrnetrie.
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ln een van de twee molekulen in de asymmetrische
eenheid is de dichtheid voor de "loop" 58 tot 68 zeet
slecbt en deze loop is hoogstwaarschijnlijk
wanondelijk of beweeglijk. In bet anderc molekuul
was de dichtheid voor de "loorp" wel goed en kon de
struktuur in eeo eenduidige conformatie gebouwd
worden. Deze "loop" heeft een confomatie die erg
veel lijkt op de "loop" zoals deze in het runder
fosfolipase A2 gevonden wordt. Vooral bet eerste
gedeelte komt bijna precies overcen. Het tweede
gedeelte wijkt meer af, wat hoogstwaarschijnlijk te
wijten is aan de vervanging van Asn71 (runder-
PLA2) door een glutamine zuur (varkens-PlA2).
Asp66 maakte in de runderstruktuur een
waterstofbrug met Asn71. Deze waterstofbrug kan
niet langer gevormd worden. GluTl is betrokkeo bij
de binding van een tweede calcium ion. Een
dergelijke bindingsplaats komt in bet runder enzyme
niet voor.
Het verschil in orde en/of beweegelijkheid van de
"loop" in de beide molekulen in de asymmetrische
eenheid toont aan dat deze loop slechts marginaal
gestabiliseerd wordt door hydropbobe interaclies en
waterstofbrug vorming. De struktuur toont echter
ook aan dat inderdaad de vervanerng van een enkel
aminozuur tot grote conformatie veranderingen kan
leides.


