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Sulfotransferasen

Seit langem ist bekannt, dass die Sulfonierung von Biomolekiilen in
einer Vielzahl von Organismen stattfindet, von Prokaryoten bis hin zu
vielzelligen Spezies, und stindig werden neue biologische Funktionen
entdeckt, die mit dieser Umsetzung verkniipft sind. Friihe Studien zu
Sulfotransferasen (STs), den Enzymen, die Sulfonierungen kataly-
sieren, konzentrierten sich primdr auf zytosolische STs, die an
Entgiftungsreaktionen, der Hormonregulation und am Wirkstoff-
metabolismus beteiligt sind. Obwohl man von ihrer Existenz gewusst
hat, wurden membranassoziierte STs bis vor kurzem kaum untersucht.
Sie sind an der Sulfonierung komplexer Kohlenhydrate und Proteine
beteiligt und spielen eine zentrale Rolle bei einer Reihe von moleku-
laren Erkennungsmechanismen und biochemischen Signalwegen. Des
Weiteren hingen STs mit vielen pathophysiologischen Prozessen
zusammen. Dies fiihrte zu einem verstirkten Interesse an den
komplexen Funktionen von STs und an der Moglichkeit zur Targe-
tierung in therapeutischen Eingriffen. In diesem Aufsatz werden die
Fortschritte bei der Aufklirung der Strukturen und Mechanismen von
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Sulfotransferasen sowie ihre biologische Aktivitit, Inhibierung und

Anwendung in der Synthese diskutiert.

1. Einleitung

Schon 1876 wusste man von der Existenz sulfathaltiger
Biomolekiile."! Der Mechanismus der Sulfonierung wurde
jedoch erst 80 Jahre spiter, nach der Isolierung des aktiven
Sulfatdonors 3’-Phosphoadenosin-5'-phosphosulfat (PAPS)
erforscht.” Sulfotransferasen (STs) katalysieren den Transfer
einer Sulfurylgruppe (SO;) von einem Donormolekiil,
gewoOhnlich PAPS, auf Amin- und Hydroxysubstrate als
Nucleophile (Schema 1). Urspriinglich wurde dieser Prozess
als Sulfatierung bezeichnet, treffender ist jedoch Sulfonierung
oder Sulfurylierung. Es gibt zwei Klassen von STs: zytoso-
lische und membranassoziierte. Zytosolische STs sulfonieren
kleine endogene und exogene Verbindungen wie Hormone,
Bioamine, Wirkstoffe und verschiedene xenobiotische Ver-
bindungen. Membranassoziierte STs, von denen viele jiingst

R-OH

R-0SO;”

O OH O OH
'O*I?:O 'O*II’:O
o o
PAPS PAP

Schema 1. Allgemeine ST-katalysierte Reaktion mit PAPS als
Cosubstrat.
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mit wichtigen biologischen Prozessen in Verbindung gebracht
wurden, sulfonieren groflere Biomolekiile wie Kohlenhydrate
und Proteine.

Von zytosolischen STs war urspriinglich angenommen
worden, dass sie in erster Linie an Entgiftungsprozessen
beteiligt sind. Heute weifl man, dass dies nicht ihre einzige
Funktion ist: Zum Beispiel sind sie, iiber die Bildung von
Sulfatkonjugaten, an der Aktivierung und Desaktivierung
von Hormonen und Carcinogenen beteiligt.”! Es wurde
beobachtet, dass bestimmte Sulfatester von Hormonen in
hoheren Konzentrationen vorliegen als die nichtsulfatierten
Spezies.! Des Weiteren sind die Enzyme, die die Bildung von
PAPS katalysieren (ATP-Sulfurylase und Adenosin-5-phos-
phosulfat-Kinase (APS-Kinase)), in allen Organismen hoch
konserviert, und eine Deletion dieser Aktivititen ist letal.l”

Membranassoziierte Proteine wurden erst in jiingster Zeit
mit mehreren wichtigen biologischen Prozessen in Verbin-
dung gebracht, etwa mit dem Viruseintritt in Zellen, der
Leukozytenadhdsion und der Antikoagulation. Allgemeiner
betrachtet scheinen enzymatische Transformationen von
Zelloberflachenproteoglycanen durch STs zentrale moleku-
lare Erkennungs- und Signaltransduktionsereignisse auszu-
losen. Daraus lieBe sich ableiten, dass STs extrazelluldre
Signaliibertragungen steuern und damit den Kinasen analog
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sind, die Signalkaskaden innerhalb der Zelle kontrollieren.
Falls dies wirklich zutrifft, dann werden vermutlich noch viele
weitere Funktionen von STs entdeckt werden, und ihre
Bedeutung als therapeutische Targets wird weiter zunehmen.

Wegen der biologischen und medizinischen Relevanz der
STs besteht ein starkes Interesse an den genauen Funktionen
dieser Enzyme. Es stehen bereits viele Informationen iiber
die Struktur, die Substratspezifitit und die kinetischen
Mechanismen der zytosolischen STs zur Verfiigung. Zu den
Strukturen von Ubergangszustinden und zum Design wirk-
samer und spezifischer Inhibitoren ist hingegen wenig
bekannt. Die membranassoziierten Enzyme sind weniger
gut verstanden, zumal ihre wichtigen Rollen in biologischen
Prozessen erst kiirzlich aufgedeckt wurden. Mehrere ausge-
zeichnete Ubersichtsartikel zu STs wurden bereits verdffent-
licht.™ Im vorliegenden Aufsatz diskutieren wir den
aktuellen Kenntnisstand zu den Strukturen, den chemischen
und kinetischen Mechanismen, zur biologischen Aktivitit,
zur Inhibierung und zu Anwendungen in der Synthese.
Daneben gehen wir auf Substratspezifitdt und Nomenklatur
ein.

2. Nomenklatur

Gegenwirtig sind zehn oder elf humane zytosolische STs
charakterisiert. Die Nomenklatur dieser Enzyme hat eine
lange und verwirrende Historie. Eine breite Substratiiberlap-
pung fiihrte zu einem gewissen Durcheinander in frithen
Nomenklaturschemata. Erst eine strengere biochemische,
biophysikalische und genetische Charakterisierung konnte
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movierte am Massachusetts Institute of
Technology in Chemie. Nach einem Postdoc-
Aufenthalt an der Harvard University wech-
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Scripps Research Institute (Ernest W. Hahn
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bioorganischen und organischen Methoden
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Schwerpunkt auf Studien zur kohlenhydrat-
vermittelten biologischen Erkennung.
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Klarheit verschaffen, wenngleich auch in der heutigen
Literatur noch viele unterschiedliche Namen fiir ein und
dasselbe Enzym gefunden werden konnen. Im vorliegenden
Aufsatz verwenden wir die Bezeichnung SULT fiir zytosoli-
sche STs sowie eine numerische Angabe zu deren Spezifizie-
rung (Tabelle 1).'" Beispielsweise erhalten die drei bekann-

Tabelle 1: Nomenklatur humaner zytosolischer Sulfotransferasen.

www.angewandte.de

Name Synonyme Substrat Aminosaure-
sequenz-
identitatl
SULTTA1 ST1A3, STP-1, Phenole 100
P-PST, TS-PST-1,
HAST-1, HAST-2,
H-PST

SULT1A2 ST1A2, STP-2, Phenole (niedrige 95
TS-PST-2, HAST-4, Affinitat)
HAST-4v

SULT1A3 STIAS, STM, Catecholamine 93
TL-PST, M-PST,
AST-3, HAST-3

SULT1B1 HAST-1, 1B2, Thyroidhormone 54
Hydroxylamin-ST
SULT1C1 ST1C2 Arylhydroxylamine 37
SULT1C2 ST1C3 Arylhydroxylamine 41
SULTTET EST Ostrogene 51
SULT2A1 DHEA-ST, DST, Hydroxysteroide 37
HSST-1, HAST, STa

SULTTA1 Cholesterin-ST, Hydroxysteroide 41
HSST-2, HST

SULT1A1 Pregnenolon-ST, Hydroxysteroide 39
HSST-3, HST

[a] Relativ zu SULT1A1.
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ten Phenol-STs die Bezeichnungen SULT1A1, SULT1A2 und
SULT1A3, die Ostrogen-ST wird als SULT1E bezeichnet. Die
SULT1-STs haben hohere Affinitdten fiir phenolische Grup-
pen, die SULT2-STs zeigen eine hohere Spezifitdt fiir
Hydroxysteroide. Fiir membranassoziierte STs existiert bis-
lang kein konsistentes allgemeingiiltiges Nomenklatur-
schema. STs aus dieser Klasse werden wir daher beziiglich
ihrer Substratspezifitit benennen, wobei wir den in der
Literatur am héufigsten anzutreffenden Namen verwenden.
Beispielsweise wird der Name TPST zur Beschreibung der
Tyrosylprotein-Sulfotransferase verwendet. Bei Bedarf
werden wir die Nomenklatur erklédren.

3. Substratspezifitdt

Membranassoziierte STs haben eine relativ hohe Spezifi-
tat fiir ihre Substratmolekiile, wohingegen zytosolische STs zu
einem gewissen Grad promiskuitiv sind. Viele zytosolische
STs erkennen eine ganze Reihe von Molekiilen als Substrate,
wodurch ihre biologische Funktion oft verschleiert wird. In
frihen Untersuchungen von STs wurden nichthomogene
Enzyme eingesetzt, was fiir weitere Verwirrung sorgte. Wie
aus Tabelle 2I'°?" ersichtlich ist, haben die mit der Hormon-
regulierung verbundenen Enzyme (z.B. SULT1E1) generell
eine hohere Spezifitit fiir ein gegebenes Substrat als solche,
die an Entgiftungsprozessen beteiligt sind. Im néchsten
Abschnitt wird eine strukturbasierte Erkldrung fiir die
Unterschiede in der Spezifitit gegeben.

Viele der Studien zur Substratspezifitdt von STs wurden
mit der B-Aryl-Sulfotransferase IV aus Ratten durchgefiihrt
(Ubersichten hierzu siehe Lit. [6,28]). Speziell eine Studie mit
SULT1A1 und SULT1A2 belegte eine Korrelation der
Spezifitat mit der Kettenldnge von Alkylphenolen sowie der
Stellung von Substituenten. Molekiile mit kurzen Kohlen-
stoffketten (1-4 C-Atome) erwiesen sich als die besten
Substrate, und Substitution in 2-Position resultierte in der
hochsten katalytischen Wirkung. Substrate mit langen Koh-
lenstoffketten fiihrten zur Inhibierung.”! Ahnliche Studien
zu SULT2A1 mit para-Alkyl-substituierten Benzylalkoholen
zeigten eine maximale katalytische Effizienz fiir n-Pentyl-
benzylalkohol. Fiir primére n-Alkohole wurde auf dhnliche
Weise eine optimale Kettenldnge von 9-11 Kohlenstoffato-
men ermittelt.”

Die Sperzifitit der PAPS-Bindungsstelle wurde mithilfe
von Affinitdtsmarkierungstechniken und unterschiedlichen
Substraten in mehreren Studien untersucht.’'~* Eine dieser
Studien, mit SULT1A1, zeigte, dass das Enzym stark an
Ribose und Adenin sowie auch andere Nucleotide bindet.
Auch konnte gezeigt werden, dass SULT1A1 die Sulfonie-
rung von cyclischem Adenosin-2',3’-phosphat-5-phosphat
(cyclischem 2',3-PAP), Adenosinmonophosphat (AMP) und
Adenosin-2',5'-diphosphat (2',5'-PAP) katalysiert. Unter den
untersuchten Cofaktoren hatte PAP den niedrigsten K,-Wert
(K, = 0.4 um), gefolgt von cyclischem 2',3'-PAP (K, =2.3 um)
und 2',5-PAP (K, =67 um). Der hochste K,,-Wert wurde fiir
AMP ermittelt (K,, =4300 pm).”
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Tabelle 2: Substratspezifitit humaner zytosolischer STs.

SULT représentatives K [UM] K paps [UM]
Substrat

1A1T  pNP 1.1 0.98
2-Naphthol 200
Dopamin 130
Tyramin 6483
Minoxidol 2800
3,3'T, 0.14
T, 29.1

1A2  pNP 69 (HAST-4)  5.52 (HAST-4)

4.1 (HAST-4v) 0.203 (HAST-4v)

Dopamin ND

1A3  pNP 1024 1.1
Tyramin 35
Dopamin 3.7

1B1 pNP 5 1.2
T, 23
T, ND
T, 141
3,3, 51

1C1 pNP 84.070 8.8l
Dopamin ND
N-OH-2AAF 28.6

1C2  pNP 75.38
Dopamin ND
N-OH-2AAF 47.5

1E1  Ostradiol 0.025 0.3
DHEA 4.569
Androstendiol 3.224
pNP 76.6

2A1  Ostradiol 2.0 1.6
DHEA 0.993
Androstendiol 0.191

2Bla DHEA 2.27 0.09
Pregnenolon 0.20
17a-Hydroxypregneno- 0.89
lon

2B1b DHEA 4.37 0.07
Pregnenolon 0.60
17a-Hydroxy- 0.97

pregnenolon

[a] Angegebene Werte sind Aktivititen (pmolmin~'mg™).
rSULT1C1.

[b] Fuir

4. Struktur

Derzeit sind neun Strukturen von STs von fiinf unter-
schiedlichen Enzymen aufgeklért. Vier der fiinf sind zyto-
solische STs mit einem hohen Homologiegrad; eine
Struktur (NST-1) befindet sich auf der ST-Domine der
humanen Heparansulfat-N-Desacetylase/N-Sulfotransferase
(HSNDST), einer membrangebundenen ST (Abbildung 1).
Die Strukturen sind hoch konserviert und dhneln stark denen
der Nucleotid-Kinasen."* Sie sind annihernd sphirisch und

© 2004 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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humane zytosolische STs

Abbildung 1. Strukturen im Kristall von a) Ostrogen-ST (SULT1ET) und
b) Heparansulfat-N-Desacetylase/N-Sulfotransferase (HSNDST).

enthalten ein einzelnes o/fB-Faltmotiv mit einem zentralen
vier- oder fiinfstrangigen parallelen [3-Faltblatt, umgeben von
a-Helices. Eine Ausnahme bildet die Retinol-Dehydratase,
ein Mitglied der ST-Uberfamilie. Diese hat zwei Dominen,
eine mit einem fiinfstrangigen parallelen f-Faltblatt und acht
a-Helices und eine mit einem dreistringigen antiparallelen [3-
Faltblatt und sechs a-Helices.” Das konservierte aktive
Zentrum und die PAPS-Bindungsstelle sind jedoch vorhan-
den. Die PAPS-Bindungsregion samtlicher STs ist auf dem
Aminosdureniveau konserviert (Abbildung 2), ebenso wie

Region |
1234567839

Region IV

SULT1A1 (AST) 45257
SULT2B1 (HSST) 67 /274
SULT1E1 (EST) 44 [ 256
SULT2A1 (DHEA) 43 (248
humane membrangebundene STs
GlcNAc 6-0-5T-5 S SWRENEIS S F 69/ NA
KS Gal6-0-8T-1 AT TREREIS S F 74/ NA
B-Gal 3-0-ST5 KTHKERE]S S S T3/ NA
TPST-2 GVPRERSTTL 75/ NA

konserviert unter allen gezeigten STs
konserviert unter alien STs eines Subtyps
stark konserviert innerhalb eines Subtyps

Abbildung 2. Sequenzhomologien zytosolischer und membranassoziierter STs.
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die Struktur dieser Region. Die grote Varianz unter diesen
STs findet sich in der Substratbindungsregion. Eine Vielzahl
mechanistischer Einzelheiten stammt aus Studien an Struktu-
ren mit gebundenem Substrat und/oder Cosubstrat sowie aus
der Untersuchung eines Vanadatkomplexes als potenziellem
Ubergangszustandsmimetikum. Strukturvergleiche ergaben,
dass SULT1A3 mit mSULT1E1 mit einer mittleren quadra-
tischen Abweichung (RMSD) der C,-Atome von 0.81 A
iiberlagert.®® Ahnliche Vergleiche zwischen der PAPS-Bin-
dungsregion von NST-1 und mSULT1EI1 ergaben eine RMSD
von 1.16 AP Einige der wichtigsten strukturellen Aspekte
werden im Folgenden zusammengefasst, ansonsten sei auf eine
Reihe sehr guter Ubersichten verwiesen.*#!

4.1. PAPS-Bindungsregion

Die PAPS-Bindungsregion ist auf Aminosdureniveau
hoch konserviert. Drei Strukturmotive sind fiir die PAPS-

© 2004 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Bindung maBgebend: die 5’-Phosphatsulfatbindungsschleife
(PSB-Schleife), die 3'-Phosphatbindungsschleife  (PB-
Schleife) und das p-Strang-Schleifen-a-Helix-Motiv (SLH3-
Motiv).l Nur eine der geldsten Strukturen, SULT1A3,
weicht von diesen Bindungsmotiven ab, und zwar hinsichtlich
einer starken Abweichung in der 3'-PB-Schleife. Daraus
wurde geschlossen, dass die Bindung des 3'-Phosphats eine
geringere Bedeutung hat als die des 5'-Phosphats.! In einer
anderen Publikation, die eine im selben Jahr durchgefiihrte
Strukturlésung des gleichen Enzyms beschreibt, wird iiber
besagte Abweichung jedoch nicht berichtet.[*’]

Fir SULT1E1 wurden drei Strukturen gelost: eine mit
gebundenem PAP und Ostradiol,® ein als Ubergangszu-
standsanalogon betrachteter Vanadatkomplex!*! und eine mit
gebundenem PAPS.! In mSULT1E1 mit gebundenem PAP
und Ostradiol, der ersten gelosten ST-Struktur, wird die PSB-
Schleife aus den Aminosdureresten 45-51 gebildet. Das NC-
Atom in Lys48 und das Oy-Atom von Thr51 und Thr52
bilden Wasserstoffbriicken zum 5'-Phosphat. Die PB-Schleife
besteht aus den Resten 257-259, wobei die Amidstickstoff-
atome von Lys257 und Gly259 sowie die Seitenkette von
Arg257 Wasserstoffbriicken zum 3’-Phosphat bilden. Mit
Gly 259 beginnt ein GxxGxxK-Motiv, das fiir die Bindung von

PAPS und Ostradiol benotigt wird. Muta-
genese von zwei der konservierten Aminosiu-

Zuarifs  ren erhohte den K,-Wert fir PAPS auf das
G01843 zehnfache, Mutagenese aller drei Aminoséu-
AAH34884  ren ergab ein inaktives Enzym." Arg130 und
P49aes das Oy-Atom von Ser138 haben ebenfalls
Saeee einen einer Wasserstoffbriicke entsprechenden
Abstand zueinander. Schliellich sind Trp 153
np o7esps und Phe229 so angeordnet, dass sie einen
AAH22567  parallelen Stapel mit dem Adeninrest von PAP
AAHI2976  bilden. Im Vanadatkomplex koordinieren
AAH17509

Lys48, His108 und Lys106 das Vanadatzen-
trum. Aus der PAPS bindenden Struktur
folgte, dass Lys 48 anfinglich mit Ser 138 wech-
selwirkt und sich nach Einleitung der Reaktion
so verschiebt, dass es mit der Abgangsgruppe
Sulfat wechselwirken kann (Schema 2). Muta-
genesestudien an konservierten Resten des aktiven Zentrums
ergaben, dass His 108 fiir die katalytische Aktivitit notwendig
ist und dass Lys48 und Lys106 nur durch Mutagenese mit
Argininresten ersetzt werden konnen, ohne dass die Aktivitat
vollstiandig verlorengeht.¥! Mutagenese von Ser138 zeigte,
dass die Wechselwirkung zwischen diesem Rest und Lys 48 ein
wichtiger Schutz vor der Autohydrolyse von PAPS ist.!*’!

4.2. Substratbindungsregionen

ErwartungsgemilB findet sich die hochste Strukturvarianz
in den Substratbindungsregionen. Es wurde gezeigt, dass die
Substratbindungsregion der SULT1A-Familie eine Reihe von
hydrophoben Resten enthélt. In SULT1A1 und SULT1A3,
die zu 93 % identisch sind, sich in der Substratbindung aber
deutlich unterscheiden, wurden zwei variierende Regionen
analysiert (Region I (84-89) und Region II (143-148)), die fiir
die beobachtete Spezifitdit maBgebend sind. Ein chimires

Angew. Chem. 2004, 116, 3610—3632
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Schema 2. Katalytisches Zentrum einer Sulfotransferase. a) Wechsel-
wirkung mit dem 5’-Phosphatrest von PAPS und mit konservierten
katalytischen Resten von mSULT1E1. b) ST-katalysierter Mechanismus
der Sulfonierung, wie er aus Strukturstudien abgeleitet wurde.

SULT1A1, bei dem die Region I durch Region II ausge-
tauscht war, zeigte die fiir SULT1A3 charakteristische
Spezifitit und umgekehrt.*! Durch die Mutationen
Asp86A/E89I/E146A in SULT1A3 sinkt die katalytische
Effizienz mit Dopamin als Substrat, steigt aber mit p-
Nitrophenol (PNP) auf das Effizienzniveau von SULT1A1.
Es wurde vorgeschlagen, dass diese negativ geladenen
Aminosduren mit der Aminogruppe von Dopamin (oder
anderen Monoaminosubstraten) wechselwirken und dadurch
die Ladung stabilisieren und das Substrat korrekt ausrichten.
Entsprechende Mutationen in SULT1A1 blieben weitgehend
ohne Wirkung, lediglich die katalytische Effizienz mit Dopa-
min als Substrat wurde leicht erhoht.[!

Eine &hnliche, vorwiegend hydrophobe Bindungstasche
liegt in der Steroid-ST vor. In einer Mutagenesestudie mit
SULT1E1 wurde gefunden, dass das Enzym nach der Muta-
tion Y8IL Dehydroepiandrosteron (DHEA) bindet. Im
Wildtyp-Enzym schliet Tyr81 die 3p-Hydroxygruppe von
DHEA durch sterische Hinderung mit dem C19-Methylrest
aus der Bindungstasche aus.” Strukturstudien mit SULT2A3
ergaben, dass Trp77 und Phe 133 eine ,, Tor-artige“ Struktur
bilden (dhnlich dem Tyr81-Tor in SULT1E1), deren Funktion
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bislang jedoch unbekannt ist. Weiterhin wurde gefunden, dass
die SULT2A3-Bindungstasche hoch flexibel ist und das
Substrat relativ zur Orientierung von Ostradiol in der
SULT1E1-Struktur um 30° gedreht ist. Als Erklarung fiir
die Substrat-Inhibierung wurde ein alternativer Substratbin-
dungsmodus vorgeschlagen, wonach DHEA um 2.87 A in
Richtung PAP verschoben ist.*”*l Deletionsstudien an N-
terminalen und C-terminalen Regionen von SULT2B1a und
SULT2B1b haben gezeigt, dass die 23 Aminosduren des
Aminoterminus von SULT2B1b essenziell fiir die Sulfonie-
rung von Cholesterin sind (d.h., die Funktion geht durch
Deletion verloren), wiahrend Deletion von 53 Aminosduren
vom C-Terminus keinen Einfluss auf die Aktivitdt hat.
Analoges wurde bei SULT2Bla nicht beobachtet: Weder
Deletion vom N-Terminus noch vom C-Terminus beeinflusste
die Sulfonierung von Pregnenolon.”" Aus der Struktur der
Retinol-Dehydratase geht hervor, dass gebundenes Retinol
von mehreren aromatischen Resten umgeben ist. Diese Reste
sind vermutlich an der Deprotonierung im Dehydratisie-
rungsschritt beteiligt. Die konservierten Reste des katalyti-
schen und des PAPS-Bindungszentrums &hneln denen ande-
rer STs (Abbildung 3).5”

In der membranassoziierten NST-1, die Heparansulfat
(HS) sulfoniert, liegt die Substratbindungsstelle als grofier
hydrophiler Spalt vor.* Modelluntersuchungen der Hepa-
ransulfat-pD-glucosaminyl-3-O-ST-1 zeigen ebenfalls einen
groBen offenen Spalt mit einer Anzahl basischer Reste.*”
Laut Doménenaustauschstudien mit 3-O-ST-1 und 3-O-ST-3
wird die Spezifitit durch die ST-Doméne vermittelt und nicht
durch den divergenten N-Terminus. 3-O-ST-1 generiert Bin-
dungsstellen fiir Antithrombin, 3-O-ST-3 solche fiir das gD-

NH,
z N
WL
NTON e 9
0~ 07F-0-8-0"
Qo O
OHO
0-p=0
(on \
+
H,N_NH
“YH
HN
Arg73

Phe31

P
rN HZ'},‘ OH
HN\f

Tyr112

His164 Lys162

Abbildung 3. Bindungstasche der Retinol-Dehydratase, abgeleitet aus
Kristallstrukturanalysen.
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Hiillprotein des Herpes-Simplex-Virus-1 (HSV-1). Nach
Fusion der N-terminalen Region der 3-O-ST-1 mit der ST-
Domiéne der 3-O-ST-3 generiert das Protein gD-Bindungs-
stellen. Im umgekehrten Fall, der Fusion der N-terminalen
Region der 3-O-ST-3 mit der ST-Doméne der 3-O-ST-1,
generiert das Protein Bindungstellen fiir Antithrombin.”

4.3. Dimerisierungsmotiv

Die meisten STs liegen in ihren katalytisch aktiven
Formen als Homodimere vor. Mehrere der gelosten Struktu-
ren kristallisierten als Dimere, jedoch wurde es als unwahr-
scheinlich eingeschitzt, dass dies die katalytisch aktiven
Spezies wiren, da die Substratbindungsstellen durch die
Dimerisierung blockiert sind. Mit mSULT1E1 (einem Mono-
mer) und hSULT1E1 (einem Dimer) wurden Strukturver-
gleiche und Mutagenesestudien durchgefiihrt, mit dem Ziel,
ein gemeinsames Strukturmotiv zu finden. Es wurde beob-
achtet, dass die Mutationen V269E und V260E die Homodi-
mere SULT1E1 bzw. SULT2A1 in Monomere iiberfiihren.
Des Weiteren zeigte sich, dass die Mutationen P269T und
E270V in mSULT1El die Bildung einer homodimeren
Struktur verursachen. Daraus wurde geschlossen, dass das
gemeinsame Motiv KxxxTVxxxE fiir die Dimerisierung der
STs ausschlaggebend ist.”"

4.4- Mechanistische Schliisse

Aus den gelosten Strukturen konnte eine Vielzahl mecha-
nistischer Schliisse abgeleitet werden. Offenkundig verlaufen
die Sulfonierungsreaktionen iiber einen geradlinigen Angriff
des Nucleophils an der Sulfatgruppe von PAPS. Wahrschein-
lich unterstiitzt der konservierte Histidinrest des aktiven
Zentrums die Reaktion durch Deprotonierung des angrei-
fenden Substrats; moglich ist aber auch, dass dieser Histidin-
rest als Nucleophil wirkt und einen instabilen Protein-Sulfat-
Komplex bildet. Die Strukturuntersuchungen lassen keine
Riickschliisse darauf zu, ob die Reaktion nach einem
assoziativen (Sy2) oder einem dissoziativen Mechanismus
(Sn1) ablauft (Schema 3). Beide Moglichkeiten werden durch

.0 &
<2A 4—\0\\ /og;~ <2A
5

RO-- ? AMP-3'-P
)
A (o
o -
O=S—O0—AMP-3'-P

1l
(o]
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o

assoziativer Ubergangszustand

o
23A o &
dissoziativer (Sulfotrioxid-dhnlicher)
Ubergangszustand

\
o\\//o /‘ 23A ¥ /
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die Ergebnisse einer theoretischen Studie zu NST-1 gestiitzt.
Beim assoziativen Mechanismus sollte die grofite Ladungs-
anderung an der Sulfurylgruppe auftreten, wobei die Ladung
durch Lys614, Lys 676 und Lys 833 stabilisiert werden konnte.
Beim dissoziativen Mechanismus wiirde die grofite Ladungs-
anderung das verbriickende Sauerstoffatom der 5’-Phosphat-
gruppe betreffen, wobei nun Thr617 und Thr618 stabilisie-
rend wirkten.® Im nichsten Abschnitt werden wir das
Thema vertiefen.

5. Mechanismen

Die kinetischen Mechanismen ST-katalysierter Reaktio-
nen haben eine lange und verwirrende Historie, erst mithilfe
rekombinanter DNA-Technologie und Strukturstudien ergab
sich ein klareres Bild. Bei vielen dlteren Studien ergaben sich
Probleme durch Verunreinigungen der untersuchten Enzyme,
durch Enzyme in mehreren Isoformen und durch oxidative
Unterschiede. Von einigen frithen Ausnahmen abgesehen,
verlaufen sémtliche untersuchten Reaktionen mit Sulfotrans-
ferasen aus hoheren Organismen nach sequenziellen Mecha-
nismen, und zwar mit geordnetem (,,ordered”) oder unge-
ordnetem (,,random*) Ablauf. Fiir alle untersuchten bakte-
riellen STs, die andere Cosubstrate als PAPS verwenden,
wurden Ping-Pong-Mechanismen gefunden. Der enzymati-
sche Mechanismus fiir STs wird als ,,Bi-Bi“ bezeichnet, da die
Reaktion mit zwei Substraten verlduft und zu zwei Produkten
fiihrt.

5.1. Sequenzielle Mechanismen

In neueren Studien (wie auch in den meisten &lteren)
konnte gezeigt werden, dass STs, die PAPS als Cosubstrat
verwenden, sequenzielle kinetische Mechanismen durchlau-
fen, bei denen vor der Produktfreisetzung ein ternirer
Enzymkomplex gebildet wird. Sequenzielle Mechanismen
konnen entweder ungeordnet verlaufen, d.h. ohne eine
zwingend vorgegebene Reihenfolge der Substrataddition
(Schema 4), oder geordnet, d.h., ein bestimmtes Substrat
kann nur binden, wenn ein anderes bereits gebunden ist
(Schema 5). Die Reihenfolge der Substratbin-
dung kann mit unterschiedlichen Methoden
untersucht werden. Aufschluss geben unter ande-
rem die direkte Messung von Bindungsereignis-
sen und Daten zur Produktinhibierung. Even-
tuelle Probleme ergeben sich durch die Bildung
eines oder mehrerer Dead-End-Komplexe oder
durch Verunreinigungen bei der Enzymisolie-
rung. Sehr hiufig wurden Produktinhibierungs-
studien zur Bestimmung der Reihenfolge der
Substrataddition herangezogen. Fiir einen geord-
neten Bi-Bi-Mechanismus kommen drei mogli-
che nichtkompetitive und ein kompetitives Inhi-
bierungsmuster infrage (Abbildung 4). Fiir den

Produkte

Schema 3. Zwei mégliche Ubergangszustinde der ST-katalysierten Sulfonierung. Weg A durch-
lauft einen assoziativen Ubergangszustand, wobei hauptsachlich die Nucleophilie des Substrats
eine Rolle spielt. Weg B durchlduft einen dissoziativen Ubergangszustand, wobei die Abspal-
tung der Abgangsgruppe entscheidend ist.

in Schema 5 dargestellten Fall sollte PAP PAPS
kompetitiv inhibieren. Bei einem ungeordneten
kinetischen Mechanismus sind alle Inhibierungs-

Angew. Chem. 2004, 116, 3610—3632

3616  © 2004 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de


http://www.angewandte.de

Sulfotransferasen

/

E

/ E-PAPS-ROSO,
E:PAPS \

E-PAPS-ROH

/

E-ROSO,”

AN

E:PAP-ROSO;”

Nn

\ E-ROH /

\

Schema 4. Ungeordneter kinetischer Bi-Bi-Mechanismus unter Beteili-
gung zweier Dead-End-Inhibitorkomplexe E-PAPS-ROSO; und
E-PAP-ROH.
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Schema 5. Geordneter kinetischer Bi-Bi-Mechanismus unter Beteili-
gung des Dead-End-Komplexes E-PAP-ROH.

muster vom kompetitiven Typ, solange keine Dead-End-
Komplexe entstehen. Diese inhibieren nichtkompetitiv und
konnen daher die Interpretation der Ergebnisse erschwe-
ren.B

Erste Untersuchungen von SULT1E1 aus bovinen Adre-
naldriisen lieBen auf einen sequenziellen Mechanismus
schlieen, es konnte jedoch nicht geklidrt werden, ob dieser
geordnet oder ungeordnet verliuft.®™ In einer weiteren
Untersuchung von SULTIE1l aus bovinen Adrenaldriisen
wurde ein wellenformiges kinetisches Muster beobachtet.”®
Beide Studien wurden an Enzymsubstanz vorgenommen, die
moglicherweise nicht homogen war, daher miissen die Daten
mit Vorsicht interpretiert werden. Bindungsstudien mit
rekombinanter hSULT1El1 und Untersuchungen der
Anfangsreaktionsgeschwindigkeit ergaben, dass es sich um
einen ungeordneten Bi-Bi-Mechanismus mit schneller Aqui-
librierung und unter Beteiligung der beiden Dead-End-
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Komplexe E-PAPS-E,S und E-PAP-E, handelt. Weiter zeigte
sich, dass die Stochiometrie der E,-Bindung 2:1 betrégt. Es
wurde geschlossen, dass eine Bindungsstelle katalytisch ist
und es sich bei der zweiten um eine allosterische Bindungs-
stelle handelt, die den Stoffumsatz reguliert. Die Autoren
weisen darauf hin, dass bei den Fluoreszenz-Bindungsexperi-
menten eventuell auch nichtproduktive Komplexe erfasst
wurden, was die Interpretation der Daten erschwert.[’)

In dhnlichen kinetischen und Bindungsstudien mit Phenol
sulfonierenden Sulfotransferasen aus der Ratte und dem
Meerschweinchen wurden sequenzielle Mechanismen ermit-
telt, die Reihenfolge der Bindung konnte aber nicht auf-
geklart werden. Frithe Studien an teilweise gereinigter gpPST
und rPST belegten einen ungeordneten Bi-Bi-Mechanismus
mit schneller Aquilibrierung."*>! Moglicherweise wider-
spriichliche Ergebnisse wurden in Studien mit PST aus
Rattenhirn erhalten, die auf einen geordneten sequenziellen
Mechanismus mit einem E-PAP-ROH-Dead-End-Komplex
hinweisen.”! Die Ergebnisse der bislang umfassendsten
Studie (Bindungs- und Inhibierungsdaten, Anfangsreaktions-
geschwindigkeiten), ausgefiihrt mit augenscheinlich homoge-
ner AST-IV (rSULT1C1) aus Rattenleber, sind mit diesem
Mechanismus in Einklang.”! Spiter wurde nachgewiesen,
dass zwei oxidative Formen der gleichen Sulfotransferase mit
unterschiedlichen kinetischen Eigenschaften existieren. Auch
fand man, dass ein E-PAP-Komplex entweder dissoziieren
oder unter Bildung eines Dead-End-Komplexes das Produkt
PNP binden kann. Daraus ldsst sich ableiten, dass ein
geordneter Mechanismus vorliegen muss, da der Befund mit
einem ungeordneten Mechanismus mit schneller Aquilibrie-
rung nicht in Einklang zu bringen ist.’*®! Dieses Beispiel
zeigt potenzielle Fehlschliisse in anderen mechanistischen
Untersuchungen auf und sollte Anlass zur Uberpriifung
fritherer Ergebnisse sein.

Andere PAPS verwendende STs folgten sowohl geord-
neten als auch ungeordneten Mechanismen, die in allen
Fillen jedoch sequenzieller Natur waren.[>%"]

5.2. Ping-Pong-Bi-Bi-Mechanismen

Es wurde nachgewiesen, dass Aryl-Sulfotransferasen aus
Eubacterium A-44, Enterobacter amnigenus und Aspergillu-
s oryzae Ping-Pong-Bi-Bi-Mechanismen durchlaufen. Diese

Enzyme verwenden kein PAPS, sondern aktivierte Arylspe-

c)

0S| ——

.1 o Leae

.1 = by

Abbildung 4. Produktinhibierungsmuster. Die Auftragungen wurden durch Variieren der Konzentration eines der Substrate bei konstant gehaltener
Konzentration des anderen Substrats bei vier unterschiedlichen Inhibitorkonzentrationen erhalten. a) Erwartetes kinetisches Muster bei kompetiti-
ver Inhibierung, b) beobachtetes kinetisches Muster bei nichtkompetitiver Inhibierung, c) kinetisches Muster bei unkompetitiver Inhibierung.
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zies wie p-Nitrophenolsulfat (PNPS) als Quelle fiir akti-
vierten Schwefel. Ping-Pong-Mechanismen folgen dem in
Schema 6 gezeigten allgemeinen Weg. Bei einem Ping-Pong-

E'PNPS ESO, PNP PNP

PNPS

A

E ESO,

N

OH
ROSO,

E-ROSO, ESO,ROH

Schema 6. Allgemeiner Mechanismus einer Ping-Pong-Bi-Bi-Reaktion.

Mechanismus fiihrt die doppelt reziproke Auftragung von 1/v
gegen 1/[Substrat] bei unterschiedlichen Konzentrationen des
zweiten Substrats zu einer charakteristischen Serie paralleler
Linien (Abbildung 5).5* Dieses Muster bei doppeltreziproker

v

A —
Abbildung 5. Kinetisches Muster bei doppeltreziproker Auftragung bei
Vorliegen eines Ping-Pong-Bi-Bi-Mechanismus. Gemessen wird die

Geschwindigkeit bei jeweils fester Konzentration von Substrat A und
unterschiedlichen Konzentrationen von Substrat B.

Auftragung zusammen mit dem Befund, dass freies Sulfat
nicht in das Produkt eingebaut wurde, fiithrte zu dem Schluss,
dass die Aryl-Sulfotransferase aus Aspergillus oryzae einen
Ping-Pong-Mechanismus mit Bildung einer Enzym-Sulfat-
Zwischenstufe durchliuft.! Bei einem #hnlichen, aus Eubac-
terium A-44 stammenden Enzym konnte spiter gezeigt
werden, dass in Gegenwart von **S-PNPS und ohne Accep-
tormolekiil 2 mol **S pro mol Enzym in einen Tyrosinrest des
aktiven Zentrums eingebaut werden. Weiter wurde beob-
achtet, dass das Histidin modifizierende Reagens Diethylpy-
rocarbamat die Enzymaktivitit vollstdndig unterdriickt, das
Enzym durch Addition des Donorsubstrats aber geschiitzt
wird. Dies fiihrte zu dem in Schema 7 gezeigten Mecha-
nismus, wonach das Sulfat zuerst an ecinen Histidinrest im
aktiven Zentrum und anschlieBend an einen Tyrosinrest
iibertragen wird.®) Weitere Markierungsexperimente mit
dem Enzym fiihrten zu den gleichen Ergebnissen und zeigten
auBerdem, dass ein chirales Sulfat unter Retention der
Konfiguration iibertragen wurde (Schema 8). Aus dieser
Studie wurde auch geschlossen, dass das Histidin moglicher-
weise nicht als Nucleophil fungiert, sondern als allgemeine
Base.® Untersuchungen der Aryl-Sulfotransferase aus Ent-
erobacter amnigenus ergaben die gleichen doppeltreziproken
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Schema 7. Vorgeschlagener Mechanismus der durch Aryl-Sulfotrans-
ferase aus Eubacterium A-44 katalysierten Sulfonierung.
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Schema 8. Verwendung eines chiralen Sulfats zur Untersuchung des
Mechanismus der durch Aryl-Sulfotransferase aus Eubacterium A-44
katalysierten Sulfonierung (schwarz "0, grau 70).

Muster sowie den Befund, dass PNP ein nichtkompetitiver
Inhibitor des Sulfatdonors PNPS und ein kompetitiver
Inhibitor des Acceptors 1-Naphthol ist.[*”]

5.3. Struktur des Ubergangszustands

Wie bereits erwahnt wurde, verlduft die Reaktion iiber
einen geradlinigen Angriff des Nucleophils am Schwefel-
atom. Hierbei gibt es zwei mogliche Ubergangszustinde
(Schema 3): einen assoziativen, in dem das Nucleophil die
entscheidende Rolle spielt, und einen dissoziativen, in dem
die O-S-Bindung unter Bildung einer Sulfotrioxid-artigen
Zwischenstufe weitgehend gelost ist. Im assoziativen Fall
sollten die Abstdnde zwischen dem abgehenden Sauerstoff-
atom von PAP und dem Schwefelatom sowie zwischen dem
angreifenden Nucleophil und dem Schwefelatom kurz sein
(<2 A). Im dissoziativen Fall sollten die beiden Abstinde
linger sein (>3 A) (Schema 3). Strukturdaten kénnen, wie
oben beschrieben, einen der beiden Mechanismen stiitzen.
Laut einer theoretischen Untersuchung an SULT1E1 verléduft
die Reaktion in mehreren Stufen: Zuerst wird die Ladung an
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PAPS neutralisiert, dann die O-S-Bindung verldngert und
schlieBlich das Nucleophil durch Deprotonierung aktiviert
(Schema 9).17

Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe sind mit der
Hypothese eines dissoziativen Mechanismus in Einklang.
Mit einer Serie von fluorierten und sulfatierten p-Nitrophe-
nolen wurden Lineare-Freie-Enthalpie-Beziehungen fiir die
Hin- und Riickreaktion ermittelt. Aus der Auftragung der
effektiven Geschwindigkeitskonstanten zweiter Ordnung als
Funktion der pK,-Werte wurden der Brgnsted-Nucleophilie-
koeffizient (f,,.) und der Brgnsted-Abgangsgruppenkoeffizi-
ent (B,,) zu +0.33 bzw. —0.45 bestimmt. Aus diesen Werten
lassen sich die Leffler-Parameter a (= f,u./Peo; Peo = Diffe-
renz der effektiven Ladungen der Reaktanten und Produkte)
berechnen, die die im Ubergangszustand angeh#ufte Ladung

Angewandte

weitgehend gespalten

teilweise gebildet

Lys 102

Abbildung 6. Vorgeschlagener Ubergangszustand der katalytischen
Sulfonierung; dargestellt sind zwei der hoch konservierten Amino-
sdurereste im aktiven Zentrum.
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Schema 9. Chemischer Mechanismus der Sulfonierung, basierend auf theoretischen Modell-

studien mit SULT1E1.

wiedergeben. Berechnet wurden Werte von 0.19 fiir die
Hinreaktion und 0.61 fiir die Riickreaktion;"! diese stimmen
mit Literaturwerten fiir unkatalysierte Reaktionen mit Pyri-
dinanaloga weitgehend iiberein.”? Die Ergebnisse dieser
Studien, zusammen mit den Ergebnissen theoretischer Unter-
suchungen und Untersuchungen der unkatalysierten Reak-
tion, filhrten zu dem Schluss, dass die Reaktion wohl eher
dissoziativ als nucleophil kontrolliert verlduft (Abbildung 6).

6. Biologische Aktivitit von Sulfotransferasen und
ihren Produkten

Sulfotransferasen und ihre Produkte sind an einer Reihe
komplexer biologischer Prozesse beteiligt, z.B. an der Hor-
monregulierung, Entgiftung, molekularen Erkennung,
Zellsignalisierung und am Viruseintritt in Zellen. Vor
diesem Hintergrund hat sich eine breite Forschung zu den
Funktionsweisen der STs und ihrer Produkte entwickelt. In
Anbetracht der umfangreichen Literatur, die zu diesem
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gen-Sulfotransferase-"! und Ostrogen-
sulfat-Spiegel’ mit dem Auftreten von
Brusttumoren korreliert, was das Enzym
zu einem vielversprechenden therapeuti-
schen Target macht. In anderen Unter-
suchungen hingegen war die Immunreaktivitét dieses Enzyms
invers mit der Tumorgréfe korreliert;”” auBerdem wurde

Abbildung 7. Das regulatorische Biomolekiil Ostrogensulfat (1) und
das HSV-1 bindende Epitop von HS (3); beide werden durch enzymati-
sche Sulfonierung gebildet.
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gefunden, dass es in MCF-7-Brustkrebszellen nicht vor-
kommt,”™ und seine erneute Bereitstellung fithrte zu einer
Abnahme des 6strogenabhingigen Tumorwachstums.[”

6.2. Heparan-Sulfotransferasen

Heparan-STs bilden eine Klasse membranassoziierter STs
(Tabelle 3) mit zentralen biologischen Eigenschaften.[®8!
Diese Enzyme katalysieren Sulfonierungen von Heparansul-
fatglycosaminoglycanen (HSGAGs) und bilden dabei kom-
plexe HS-Sulfoformen mit hoher Strukturdiversitit. Resultat
ist eine differenzierte biologische Aktivitdt, hauptsiachlich
erzeugt durch punktuelle Verdanderungen chemischer Funk-
tionalitédt. Der Saccharidteil von HS besteht im Allgemeinen
aus alternierenden Untereinheiten aus Glucosamin- und
Uronsdurederivaten. Die Oligosaccharidketten sind durch
unterschiedliche Muster sulfonierter Hydroxy- und Amino-
gruppen, acetylierter Aminogruppen sowie durch Epimeri-
sierungen derivatisiert. Zusammen erzeugen das Saccharid-
gertist und das Sulfonierungsmuster eine hohe Diversitét, aus
der sich wiederum eine hohe Spezifitdt in den Wechselwir-

Tabelle 3: Membranassoziierte Sulfotransferasen.

C.-H. Wong et al.

kungen mit anderen Proteinen sowie mit Wachstumsfaktoren,
Chemokinen und Viren ergibt. HS-Protein-Wechselwirkun-
gen wurden kiirzlich in einer Ubersicht beschrieben.*?

In der Biosynthese von HS wird die Diversitit erst in den
letzten Stufen eingefiihrt, im Anschluss an einen nach einem
relativ allgemeinen Schema verlaufenden Aufbau der Oligo-
saccharidstruktur. Schema 10 zeigt den Verlauf der Biosyn-
these des AT-III bindenden Pentasaccharids 2.1l Die Kupp-
lung der p-Glucuronsiure- und N-Acetyl-D-glucosamin-Ein-
heiten wird durch Glucuronosyl-Transferasen (GIcAT1) bzw.
a-N-Acetylglucosaminyl-Transferasen (aGIcNACTIA und B)
katalysiert. AnschlieBend wird das gebildete Polymer mehr-
fach modifiziert: durch N-Desacetylase-N-Sulfotransferasen
(NDSTs), durch 5'-Uronosyl-Epimerase (EPI), die bestimmte
D-Glucuronsiure- in L-Idouronsidurereste iiberfithrt, und
schlieBlich durch eine Serie von Heparan-STs, die spezifische
Hydroxygruppen sulfonieren. Dass Heparan-STs an den
letzten Schritten der HS-Differenzierung beteiligt sind, in
denen die spezifische Funktion des Produkts festgelegt wird,
macht sie zu vielversprechenden therapeutischen Target.

Heparansulfat wurde mit dem Viruseintritt von HSV-1 in
Zellen in Verbindung gebracht.® Beim Viruseintritt fun-

Name Kiirzel

Heparansulfat-p-glucosaminyl-3-O-ST-3a und b

Heparansulfat-p-glucosaminyl-3-O-ST-1 HS-3-O-ST-1
Heparansulfat-idouronsiure-2-O-ST HS-2-O-ST
Heparansulfat-p-glucosaminyl-6-O-ST HS-6-O-ST
Tyrosylprotein-ST TPST
N-Acetylglucosamin-6-O-ST GlcNAc-6-O-ST

Chondroitinsulfat-N-galactosamin-4-O-ST-1, 2 und 3

Chondroitinsulfat-N-galactosamin-6-O-ST CS-6-O-ST
HNK-1-Glucuronsaure-3-O-ST HNK-1-ST
N-Acetylgalactosamin-4-O-ST GalNAc-4-O-ST
Dermatansulfat-N-galactosamin-4-O-ST DS-4-O-ST
Keratansulfatgalactose-6-O-ST KS-6-O-ST

HS-3-O-ST-3a und b

CS-4-O-ST-1, 2 und 3

Substrat biologischer Prozess

Heparansulfat HSV-1-Eintritt in die Zelle

Heparansulfat AT-111-Bindung,

Antikoagulation

Heparansulfat FGF-Bindung,
Angiogenese
Heparansulfat FGF-Aktivierung,

Angiogenese

CCR-5 HIV-1-Eintritt in die Zelle

PSGL-1 P-Selectin-Bindung,
Leukozytenadhision

Sialyl-Lewis* L-Selectin-Bindung,

Leukozytenadhision
Chondroitinsulfat Knorpelbildung,
neuronale Funktionen,
Lymphozytenbindung,
T-Zell-Antwort

Chondroitinsulfat,
Keratansulfat

Knorpelbildung,
neuronale Funktionen,
Lymphozytenbindung,
T-Zell-Antwort
HNK-1-Sulfat Exprimierung im Nervengewebe
Saccharidrezeptoreinheiten fuir
Lutropin, Thyrotropin und
Proopiomelanocortin

Steuerung der
zirkulatorischen Halbwertszeit

Dermatansulfat Bestandteil von Glycolipiden und

Glycoproteinen

Keratansulfat Kornealtransparenz
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Schema 10. Biosynthese von Heparansulfat.
gieren bestimmte Tetrasaccharidregio- i 00
nen (3, Abbildung 7) als Bindungsstellen o250 . 0ol ¢ ot
fir das gD-Hillprotein von HSV-LFI o o0 o oy o=t 959 - Os—og;ocpoy NHSO,
Die Heparan-ST-Isoform 3-O-ST-3kata-  9a\v :sc 2 o geofey M O%%%gmo _ oso,
lysiert die entscheidende Sulfonierung NHACT - om HO /ﬁ;; 0805 | NHSO,
der 3-Hydroxygruppe des bD-Glucos- 3-O-sulfoniertes HS-
Pentasaccharid

aminrestes an der HS-Einheit, die zur
Erkennung von gD notwendig ist. Es
wurde auBerdem gezeigt, dass Heparin
und HS mit HIV-1 wechselwirken und so
den Viruseintritt in die Zelle verhin-
dern.®*¥! HS-Molekiile binden hierbei
an die V3-Schleife des viralen Glyco-
proteins gp120 und blockieren die Kupp-
lung des Virus an den CD4-Rezeptor der
Zelle ™ Wie gezeigt wurde, binden
diese Verbindungen auch an das virale
Tat-Protein, das fiir die HIV-1-Replika-
tion benotigt wird.’1*

Die Wechselwirkung von HS mit
Antithrombin IIT (AT-IIT) wurde inten-
siv untersucht (Schema 11). Die Bin-
dung von AT-III in der Pentasacchari-
dregion 2 von HS verstdrkt die Inak-
tivierung der Blutkoagulationsfaktoren
Thrombin und Xa, was die antikoagula-
tiven FEigenschaften begriindet.’**
Rosenberg etal. fanden heraus, dass
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2, AT-Ill bindende Region)

HS-3-0-ST-1

Antithrombin 11l

Bildung der ternéren Struktur
Antikoagulation

Faktor Xa
]
Thrombin

Schema 11. Heparan-Sulfonierung, die zum HS-Derivat mit hoher Affinitit fiir Antithrombin 111 und zu
antikoagulativer Wirkung fiihrt.
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das HS-Derivat mit der hohen
Affinitdt fir AT-III das Produkt
der Sulfonierung einer D-Gluco-
saminuntereinheit durch das
Enzym HS-3-O-ST-1 ist.”] Die
gleiche Arbeitsgruppe verwen-
dete  Gel-Mobility-Shift-Assays
(GMSAs) zur Bestimmung der
entscheidenden funktionellen
Gruppen bei HS-Rezeptor-Wech-

selwirkungen.”®  Sulfonierungen

in den 3-O- und 6-O-Positionen

erwiesen sich als besonders wich-
tig fiir die Bindung von AT-III
durch das Oligosaccharid. In
einer weiteren Studie wurde HS-
6-O-ST-1 als das entscheidende
Enzym bei der Synthese von anti-
koagulativem HS identifiziert.”

Die Produkte der Enzyme
HS-Idouronsiure-2-O-ST und
HS-Glucosaminyl-6-O-ST binden
an Fibroblastenwachstumsfakto-

ren (FGFs).'"1% Diese Wechsel-

wirkung verursacht die Dimeri-
sierung von FGF mit anschlieBen-
der Autophosphorylierung der
FGF-Tyrosinkinasedoméne und
16st damit eine Signaltransduk-
tion in der Angiogenese aus.
Heparansulfate wechselwirken auch mit anderen Zytokinen
und Chemokinen"™ %! sowie mit lipid- und membranbin-
denden Proteinen und Adhisionsmolekiilen.'® 2 Insgesamt
kennt man fiinf Isoformen der HS-3-O-ST, drei Isoformen der
HS-6-O-ST und vier Isoformen der NDST."*""! Die Funk-
tionen viele dieser Isoformen miissen noch aufgeklért
werden.

—

6.3. Tyrosylprotein-Sulfotransferasen

Tyrosylprotein-Sulfotransferasen (TPSTs) katalysieren
die Sulfonierung von Tyrosinresten innerhalb spezifischer
Peptidsequenzen. Diese Enzyme wurden mit einer Reihe von
zentralen physiologischen Prozessen in Verbindung gebracht.
Unter anderem wurde nachgewiesen, dass eines dieser
Enzyme an der Erkennung von Targetzellen durch HIV-1
beteiligt ist,"'”) wobei TPST die Sulfonierung der N-termina-
len Tyrosinreste des Chemokinrezeptors CCRS katalysiert
(Schema 12). Diese Transformation ermdglicht die Bindung
des sulfonierten CCRS an gp120/CD4-Komplexe und bewirkt
so den Viruseintritt in die Zelle. Vor kurzem wurde gefunden,
dass Antikorper mit sulfonierten Tyrosinresten durch Bin-
dung an die CCR5-Region von HIV-1-gp-120 einer Infektion
entgegenwirken.[''*]

Die Sulfonierung von Tyrosinresten durch TPST beein-
flusst die Leukozytenadhidsion bei Entziindungsreaktionen
(Schema 13)." Der N-Terminus des Primérliganden von P-
Selectin, P-Selectin-Glycoprotein-1 (PSGL-1, 4), wird durch
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HIV-1
gp120
=g tF = CD4/gp120 G S B A 1
PR A4 : PR "4 4 :
. sulfoniertes
Tyrosin
i % Q\H H A ' ] Bindung an Q\H H A Zelleintritt

) GIV\ \’ 1 CCR5/gp120/CD4 Infektion

L
VV:

Schema 12. Viruseintritt von HIV-1 in die Zelle, eingeleitet durch die Sulfonierung von CCR5 durch die
Tyrosylprotein-Sulfotransferase.

TPST sulfoniert.'*!] Dies fiihrt zu einer Erhohung der
Bindungsaffinitdt von Rezeptor und Ligand um etwa fiinf
GroBenordnungen.?? DemgemiB wurde TPST als therapeu-
tisches Target bei chronischen Entziindungen wie rheuma-
toider Arthritis, Hautentziindungen, Abstoung kardialer
Transplantate und bronchialem Asthma identifiziert.

6.4. N-Acetylglucosamin-6-O-Sulfotransferasen

Die Sulfonierung von N-Acetylglucosaminresten an der 6-
Hydroxygruppe ist eine weitere wichtige Funktion der STs.
Beispielsweise werden N-Acetylglucosamin-Untereinheiten
von Kohlenhydraten, die sich auf Endothelzellen befinden
und das Sialyl-Lewis*-Motiv (5) enthalten, durch GIcNAc-6-
O-ST sulfoniert (Schema 14).1%7%8 Diese Sulfonierung fiihrt
zu einer starken Wechselwirkung zwischen den resultieren-
den Kohlenhydraten und L-Selectin-Zelladhidsionsmolekii-
len, was die anti-inflammatorische Reaktion bewirkt.
Dementsprechend wurden auch diese Enzyme als Targets
zur Behandlung chronischer Entziindung identifiziert. Wie
bereits erwdhnt wurde, katalysieren Heparan-STs auch die
Sulfonierung von Glucosamineinheiten.

6.5. Andere Kohlenhydrat-Sulfotransferasen

Eine weitere Familie von Kohlenhydrat-Sulfotransferasen
ist an der Sulfonierung von Galactosaminderivaten in Poly-
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Fuc(al,3) Fuc(al,3)

NeuAc(a2,3)Ga\(b1,4)GlcNAc(b1,6)\ NeuAC(a2,3)Ga|(b1,4)G|CNAC(b1,6)\
GaINAcf‘i GaINAc?

NeuAc(a2,3)Gal(b1,3)” NeuAc(a2,3)Gal(b1,3)”

Glu-Pro-Pro

Gln»AIa-Thr-GIu»Tyr»GIu-Tyr-Leu Asp- Tyr -Asp-Phe-Leu-Pro-Glu-| NH)\( Gln-AIa—Thr-Glu-Tyr-Glu-Tyr-Leu-Asp-Tyr-Asp-Phe-Leu-Pro-GIu-NH)\(
‘ o]

I |
OH OH  OH o ‘0,50 0SO;” 0SO,”

2 \\50 /

P-Selectin-
/ Gycoprotein-1

sulfoniertes

' Tyrosin
Tyrosylprotein-

Sulfotransferase

zirkulierender
Leukozyt

Leukozyten-

adhésion
—_—

Endothelzellen

P-Selectin

adharenter
Leukozyt

Schema 13. Regulierung der Leukozytenadhision durch Sulfonierung der Tyrosinreste von PSGL-1.

Endothelzellen

€.

Sialyl-
Lewis*-
Glycoprotein

sulfoniertes

Sialyl-Lewis*
GalNAc-6-O-ST

Leukozyten-
adhésion

L-Selectin

adharenter
Leukozyt

zirkulierender
Leukozyt

Schema 14. Die Sulfonierung von Sialyl-Lewis* bewirkt eine nachfolgende Leukozytenadhision.
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saccharidketten beteiligt. Die Sul-
fonierung von Chondroitin, das an
der Knorpelbildung,"*! neuronalen
Funktionen,"* " der Lymphozy-
ten-Endothelzellen-Bindung™*
und der Verstirkung der T-Zell-
Antwort beteiligt ist,"* wird durch
Chondroitin-4-O-STs!"** und Chon-
droitin-6-O-ST katalysiert.>
Chrondroitin-STs wurden auch mit
der Sulfonierung von Keratansulfat
in  Verbindung gebracht.3%1%7
HNK-1-ST sulfoniert das HNK-1
bindende Kohlenhydrat, das auf
Glycolipiden und Glycoproteinen
des Nervengewebes exprimiert
wird.[*81¥1 N_Acetylgalactosamin-
4-O-STs (GalNAc-4-O-STs) sulfo-
nieren Saccharidrezeptoreinheiten
auf den Hypophysenhormonen
Lutropin, Thyrotropin und
Proopiomelanocortin, die die zirku-
latorische =~ Halbwertszeit  steu-
ern.l*192 Weiterhin sulfoniert Der-
matan-4-O-ST Dermatansulfat
(Chondroitinsulfat B), einen weite-
ren Oligosaccharidbestandteil von
Glycolipiden und Glycoprotei-
nen.!'¥ Das Produkt der Keratan-
6-O-ST wurde mit der Korneal-
transparenz in Verbindung
gebracht.!'! Eine weitere Klasse
von Substanzen, die zur Ausiibung
einer wichtigen biologischen Funk-
tion sulfoniert werden, sind Zell-
oberflachenglycolipide. Beispiels-
weise wirken die aus einem Lipid-
grundgeriist mit angehéngtem sul-
foniertem Zuckerrest bestehenden
Sulfatide als T-Zell-Antigene auf
an der Zellmembran verankerten
CD1-Proteinen.'”"! Diese Glyco-
lipide inaktivieren  natiirliche
Killer-T-Zellen (NKT-Zellen) und
erzeugen so eine Immunantwort.

7. Sulfotransferase-
Inhibierung

Die Beteiligung von Sulfotrans-
ferasen an der Entwicklung diver-
ser Krankheitszustinde hat zu
einer Suche nach moglichen thera-
peutischen Inhibitoren fiir diese
Enzyme gefiihrt. In diesem
Abschnitt diskutieren wir erfolg-
reiche Strategien zur Inhibierung
von Sulfotransferasen.
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Wirksame Inhibitoren sind aus der Strukturklasse der
PAPS-Analoga hervorgegangen.'*!*! Eine Studie zur Inhi-
bierung der M- und P-Formen humaner cerebraler Phenol-
Sulfotransferasen (SULT1A1 und SULT1A3) zeigte, dass
PAP am wirksamsten die Umsetzung von Dopamin und
Phenolsubstraten inhibiert (mit einer Inhibitionskonstante
von K;=100nm). Derivatisierungen an PAP fiihrten zu
weitaus hoheren Werten. Beispielsweise wurde fiir 2'-5'-
PAP, das sich lediglich durch einen 2'-Phosphatrest anstelle
eines 3'-Phosphatrestes von der Originalstruktur unterschei-
det, eine ca. 100fache Zunahme beobachtet. Die Sulfatgruppe
von PAPS beeinflusst die Bindung hingegen nicht, da PAPS
und PAP &hnliche Affinitidten fiir die Enzyme haben. Zur
Untersuchung der enzymatischen Reaktionen wurde *S-
PAPS eingesetzt, wobei das radioaktiv markierte Produkt
mit einem Szintillationsspektrophotometer nach chromato-
graphischer Trennung detektiert wurde.

Mehrere kleine aromatische Verbindungen wurden als
Inhibitoren von Arylsubstrat-STs beschrieben. Zu den am
besten untersuchten Verbindungen gehoren 2,6-Dichlor-4-
nitrophenol (DCNP) und Pentachlorphenol (PCP).'*! In
einer ersten Studie wurde ermittelt, dass DCNP die Sulfonie-
rung von Harmol, einem phenolischen Wirkstoff, durch
Rattenleber-PST inhibiert (ICs, =100 nm). In diesem Experi-
ment wurde die Desulfonierung von p-Nitrophenylsulfat
durch Absorbanzmessungen bei 400 nm detektiert. Ausge-
hend von dieser Struktur wurden durch Derivatisierungs-
studien verbesserte Inhibitoren entwickelt. Beispielsweise
wurden hydroxylierte polychlorierte Biphenylene als Inhibi-
toren fiir hSULT1E1 mit ICs-Werten zwischen 0.10 und
0.19 nm entdeckt.['**]

Ein weiteres Beispiel aus dieser Gruppe ist N-Hydroxy-2-
acetylaminofluoren, das die hepatische Aryl-Sulfotransfera-
se IV aus Ratten (rSULT1C1 oder AST-IV) irreversibel
inaktiviert.'*] Auch mehrere Arylcarbonsiuren wurden als
Inhibitoren dieses Enzyms untersucht.®™ Dabei war 1-
Naphthoeséure (K; =16 um) wirksamer als 2-Naphthoesédure
(K;=41 um). Weiterhin war 1-Naphthoesdure 12.5-mal wirk-
samer als 1-Naphthylessigsdure und 17.5-mal wirksamer als
Benzoesdure. Die K;-Werte von Salicylsdure und Naproxen
wurden zu ca. 100 pm bestimmt.

In einer weiteren Studie mit diesem Enzym wurde fiir 1-
Naphthaldehyd ein K-Wert von 29 um erhalten."! In diesem
Fall wurden die Geschwindigkeiten der Enzymreaktion durch
HPLC-Analyse bestimmt. Benzo[a]pyren-7,8-dihydrodiole
inhibierten rSULT1C1 mit K;-Werten von 3 bis 4 pM, wohin-
gegen das entsprechende Hydroxybenzo[a]pyren als Substrat
wirkt.'" Die Autoren schrieben diese Beobachtung einem
unterschiedlichen Bindungsmodus der Dihydrodiole zu, der
sie als Substrat ausschlief3t.

Zwei Studien beschiftigten sich mit der Inhibierung
unterschiedlicher STs durch diédtetische Nahrungsergidnzungs-
stoffe wie Catechin, Octylgallat, Tartrazin, Vanillin,'* Epica-
techingallat und Epigallocatechingallat.>* Weiter wurde die
Inhibierung von STs durch verbreitete Wirkstoffe™! und
Amine™ beschrieben. In einer weiteren Studie wurde
gezeigt, dass Pyridoxylphosphat bovine PST durch kovalente
Bindung an das Enzym inhibiert.®” Fiir die Inhibierung von
hSULT1A1 durch Quercetin wurde ein ICs-Wert von 100 nm
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bestimmt, bei anderen STs wie hSULT1A3 und hSULT2A1
ist der ICs,-Wert drei- bis viermal hoher.!™®

Eine andere Strategie zur Entwicklung von Inhibitoren
und zur Aufkldrung der Enzym-Substrat-Wechselwirkungen
beruht auf der Derivatisierung des Substrats durch chemische
Synthese. Unter einer Vielzahl von Ostra-1,3,5(10)-trien-17f-
olen wurde das 4-Nitroderivat als der wirksamste Inhibitor
von endometranem SULT1E1 aus dem Schwein identifiziert
(K;=2.4 um).[™?

Bertozzi et al. synthetisierten mehrere Disaccharidana-
loga des Substrates der GlcNAc-6-Sulfotransferase, um zu
untersuchen, welche funktionellen Gruppen fiir die Wechsel-
wirkung mit dem Enzym entscheidend sind.'*! Hierzu
wurden die funktionellen Gruppen des Substrats systematisch
entfernt und die Aktivititen der resultierenden Derivate
bestimmt. Die Ergebnisse eines Screenings mit zwei humanen
STs, CHST2 und HEC-GIcNAc6ST, sind in Abbildung 8
zusammengefasst.

OH
A0
Ho -
INHAJ/

HO

CHoyCHy

- essenziell fur Sulfatierung durch CHST2
und HEC-GIcNAC6ST

nicht essenziell fur Sulfatierung durch CHST2
oder HEC-GICNAC6ST

_ nur fur Sulfatierung durch

- HEC-GIcNACEST essenziell

[

Abbildung 8. Analyse der funktionellen Gruppen von Disaccharid-
Analoga des GlcNAc-6-ST-Substrats.

Synthetische bisubstratische Analoga wurden mit dem
Ziel untersucht, die PAPS- und die Substratbindungsdomé-
nen simultan zu inhibieren. So wurden beispielsweise
Adenin- und PAPS-Derivate mit kovalent gebundenen Ost-
rogengruppen getestet (Abbildung 9).1!1 Als wirksamster
Inhibitor von adrenalem SULT1E1 aus dem Schwein wurde
das Derivat 6 identifiziert (K;=250nm), in dem eine Ost-
rogengruppe iiber einen Diphosphat-Linker an die Adenosin-
5’-hydroxygruppe eines PAPS-Analogons gebunden ist.

Bertozzi et al. untersuchten eine kinasegerichtete Biblio-
thek aus 139 Verbindungen auf Inhibierung der GIcNAc-6-ST
NodH aus Rhizobium meliloti.'® Dieser Ansatz wurde auf-
grund der Ahnlichkeiten der Substrate von Sulfotransferasen
und Kinasen gewihlt. Durch kombinatorische Synthesel'*’!
(Schema 15) wurden in der 2- und 6-Position des Purinrings
primére und sekundédre Amine eingefiihrt, die N9-Position
wurde durch Mitsunobu-Reaktion mit einer Reihe von
Alkoholen funktionalisiert. Die Synthesen wurden in der
Festphase durchgefiihrt, wobei die Positionen C2, C6 oder N9
am Harzkiigelchen immobilisiert wurden.

Die wirksamsten Inhibitoren in dieser Studie enthielten
ein Puringeriist mit benzylischen Substituenten an N6. Die
potenteste Struktur, 7, erreichte einen 1Cs-Wert von 20 pum.
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Abbildung 9. Ostrogen-derivatisierte PAPS- und Adenin-Analoga als
bisubstratische Inhibitoren von EST.
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Schema 15. Oben: Synthese einer kinasegerichteten Purinbibliothek;
unten: resultierende NodH- und SULT1E1-Inhibitoren.

Die Leitverbindungen zeigten nur eine geringe Inhibierung
der humanen hochendothelialen GIcNAc-6-O-Sulfotransfe-
rase und der Keratansulfat-Sulfotransferase, was auf eine
gewisse Selektivitdt hinweist, wohingegen Kreuzreaktivitét
mit CDK2 bei ICs,-Werten zwischen 15 und 40 pm festgestellt
wurde. Ebenfalls durchgefithrt wurde ein Hochdurchsatz-
Screening mit ¥S-PAPS, einschlieBlich einer Produktanalyse
durch Phosphor-Imaging der entstehenden Diinnschichtchro-
matogramme (TLCs).

In einer Folgestudie wurden 275 Verbindungen aus dieser
Purinbibliothek auf die Inhibierung von mSULT1E1 getes-
tet.'™ Die wirksamste Verbindung, 8, hat dhnliche Struktur-
merkmale wie 7, bei einem 1Cs;-Wert von 500 nM. Bei 200 pm
zeigte sich keine Aktivitdt mit der bakteriellen GlcNAc-6-
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Sulfotransferase NodH, der humanen GIcNAc-6-Sulfotrans-
ferase HEC-GIcNAc6ST und CHST2. Zur Analyse wurde
zusitzlich zu einem TLC-Assay ein massenspektrometrisches
Hochdurchsatz-Screening angewendet.

In einer weiteren Studie verwendeten Bertozzi et al. einen
targetgelenkten Ligandenaufbau (,target-guided ligand
assembly“)'®! zur Entwicklung von Inhibitoren der humanen
Tyrosylprotein-Sulfotransferase-2 (hTPST-2).'! Monomere,
die bei 1 mm oder hoher aktiv waren, wurden zum Aufbau
einer Bibliothek von 171 Dimeren eingesetzt und auf ihre
Inhibitorwirkung untersucht. Durch Oximbildung zwischen
den aldehydfunktionalisierten Monomeren und O,0O’-Diami-
noalkandiol-Linkern unterschiedlicher Lénge wurden die
Bausteine dimerisiert (Schema 16). Jede Kavitdt enthielt

al ICso ("TPST) =30 mm Br

Schema 16. Aufbau einer targetgelenkten Dimerbibliothek zur Identifi-
zierung von hTPST-2-Inhibitoren.

zwei Aldehyde und sechs Linker unterschiedlicher Linge,
wodurch insgesamt fiinfzehn Verbindungen erhalten wurden.
Der wirksamste Inhibitor, 9, hatte einen 1Cs-Wert von 30 pum
und war weitaus wirksamer als die beiden strukturbildenden
Monomere. Trotz der beobachteten Kreuzreaktivitit war die
Bindung reversibel (NodST: ICsy=15umM, hEST: ICs=
250 um).

FEine weitere Bibliothek mit 447 Komponenten basierte
auf einem 2'-Desoxy-PAP-Analogon, das mit unterschiedli-
chen hydrophoben Gruppen verkniipft war.'*”) Das Syn-
theseschema beruht auf einem PAP-Analogon mit O-ver-
kniipfter Hydroxylamingruppe, das mit einer Reihe von
Aldehyden kondensiert wird (Schema 17). Die resultierende
Bibliothek wurde gegen hSULTI1E1 getestet, wobei mit
Verbindungen wie 10 eine Inhibierung von etwa 80% bei
200 um gefunden wurde. Ein anderer fiir dieses Enzym
entwickelter Inhibitor, 11, enthilt als Strukturmerkmale
kovalent verkniipfte PAPS- und Sulfatacceptor-Mimetika
(Abbildung 10).1¥! Der K-Wert gegen PAPS betrug 2.9 nm,
allerdings wurde eine nichtkompetitive Inhibierung der
Steroidbindungsstelle beobachtet, was darauf schliefen
ldsst, dass es kein echter bisubstratischer Inhibitor ist.

Unsere Arbeitsgruppe hat in Zusammenarbeit mit
Schultz etal. in einem Screening-Verfahren etwa 35000
Purin- und Pyrimidinanaloga auf Aktivitit gegen B-AST-IV
getestet.'! Zur Synthese dieser Bibliothek wurden Dichlor-
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Schema 17. Bibliothek aus PAP-Analoga zur Identifizierung von
SULT1E1-Inhibitoren.
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Abbildung 10. Inhibitor mit kovalent verkniipften PAP- und Ostrogen-
Analoga.

heterocyclen zunichst monofunktionalisiert und anschlie-
Bend mit einem am Harzkiigelchen verankerten Aminoter-
minus gekuppelt, wodurch die zweite funktionelle Gruppe
eingefithrt wurde (Schema 18).'"! Die dritte funktionelle

OMe OMe cl ci
R'NH; NHR! : :
Bl e e Wi C"E,. - CH
e Dichlor-
One OMe ! heterocyclus
cl i omeR' ¢

\r/N. N} NS
I # 3 ~
NQ‘.‘/\EN DQ RO
X . Cll'u'la_. <
! Y .
r . .

El 4 5

ge Ar nHR: R R R
12, X=NH, K =96 nM | R'ENT]  R'HNDT  RIHMLC] RHND]
13 X =0, K=70nM R? RY RO R

Schema 18. Heterocyclenbibliothek mit den daraus resultierenden
rSULT1CY (B-AST-IV)-Inhibitoren.

Gruppe wurde an der festen Phase eingefiihrt und das
Endprodukt anschlieBend abgespalten. Die drei Substituen-
ten wurden durch unterschiedliche Kombinationen von
reduktiven Aminierungen, Mitsunobu-Reaktionen und pal-
ladiumkatalysierten Kreuzkupplungen eingefiihrt. Diese
Methode kann fiir unterschiedliche Heterocyclen angewen-
det werden, unter anderem fiir Purine, Pyrimidine, Chinazo-
line, Pyrazine, Phthalazine, Pyridazine und Chinoxaline.
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Zum Screening der Bibliothek wurde ein Fluoreszenzas-
say entwickelt, der die Desulfonierung von 4-Methylum-
belliferonsulfat (4MUS) verfolgt (Schema 19).'"1 Es wurden
elf Hits identifiziert, allesamt arylsubstituierte Purinderivate;

NH, NH,
N N X
N N
< <
P> P
. _||_ ) _ _(l?_ -ll_ N N)
0—-P-0 o O S (¢] ; (e] 0o
(e (e] (e
(ID OH (I) OH
—O—|I3:o _O_E’:O
o o
PAP PAPS
B-AST-IV

-0,50 0.0
cy

4MUS

Aex = 360 nmM
Aem = 449 nm

Schema 19. Reverser enzymatischer Assay zum Hochdurchsatz-
Screening von ST-Inhibitoren.

zehn der elf Hits enthielten Naphthylgruppen an der N6-
Position. Der stiarkste Inhibitor, 12, erzielte einen K;-Wert von
96 nM. Die Wechselwirkung erwies sich als hinreichend
spezifisch: SULT1A1 wird durch 12 geringfiigig inhibiert,
wiahrend Nod-Faktor-ST, Proteinkinase G, Hexokinase, Pyru-
vatkinase, Lactat-Dehydrogenase und Fucosyl-Transferase V
nicht inhibiert werden (Tabelle 4).

Tabelle 4: Spezifitit der Verbindung 12.

Enzym 1Cso

Sult-1A1
Nod-Faktor-ST
Proteinkinase G

770 nm
keine Inhibierung®
keine Inhibierung®

Hexokinase keine Inhibierung®
Pyruvatkinase keine Inhibierung®
Lactatdehydrogenase keine Inhibierung®

Fucosyltransferase V [b]

[a] 10 um 12. [b] 100 pm 12.

keine Inhibierung

In einer Folgestudie wurde der Inhibitor 13 identifiziert,
bei dem eine Anbindung an die Puringruppe iiber das
Sauerstoffatom zu einem K; von 70 nM fiihrt. Diese Struktur
wurde durch schnelle diversititsorientierte kombinatorische
Synthese durch Amidbildung von uns weiterentwickelt."’”
Die Bibliothek — bestehend aus Purinen, die iiber geradzah-
lige Kohlenstoffketten (2, ..., 12 C-Atome) mit einer Vielzahl
von Sduren verkniipft waren (Schema 20) — wurde in Mikro-
platten synthetisiert und in situ auf ihre Aktivitdt gegen f3-
AST-IV getestet. Die wirksamste Inhibierung wurde mit 4-
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Bibliothekssynthese und verfeinerte Biblicthekssynthese und
In-situ-Screening auf Mikroplatien In-situ-Screening auf Mikroplatten
sl i ﬁtaﬁnﬁ
g e e e L
n N e e H N Boason
= DG R [soasow
NN > ﬁz 0
M e n=24681012 HNH TQ F
ks
14a: K =30 nm 14b: K, =5 nm
Schema 20. Optimierung niedermolekularer rSULT1C1-Inhibitoren durch schnelle diversitatsorientierte Bibliothekssynthese und Hochdurchsatz-
Screening.
Fluor-3-hydroxybenzoesédure und dem langsten Linker OH 080,
erzielt (14a, K;=30 nm). Die hohe Aktivitit von 14a Hﬂm Hﬂm o
konnte eine Folge der hohen Flexibilitdt sein, die es ACNH fo © ACNH o
AcNH "OH AcNH "OH

dem Molekiil ermoglicht, seine Wechselwirkung mit
den Resten des aktiven Zentrums zu maximieren.
Durch Aufbau einer Folgebibliothek (Ersetzen der
Puringruppe) wurde 14a zum Inhibitor 14b weiter-
entwickelt, dessen K;-Wert von 5nm mehr als fiinf
GroBenordnungen niedriger ist als der K,-Wert
(1 mm) des Substrats, dessen Bindungsstelle er inhi-
biert.

PEP

Pyruvat-
Kinase

8. Anwendungen in der Synthese

Die Synthese einer Reihe sulfatierter Biomolekiile
wurde beschrieben. Beispielsweise wurde PAPS in
mehreren Synthesen chemisch oder enzymatisch her-
gestellt.'*'7 Ebenfalls berichtet wurde iiber chemi-
sche Synthesen von sulfatierten Sialyl-Lewis*(sLe*)-
Strukturen,' iiber chemoenzymatische Synthesen
von 6-Sulfo-sLeX™ und Chondroitinsulfat B
sowie iiber Synthesen von Sulfoglycopeptiden mit
chemischen und enzymatischen Reaktionsschrit-
ten.['22182] Beispiele fiir Synthesen, in denen STs ein-
gesetzt werden, sind jedoch selten. In den oben
genannten Synthesen sulfatierter Biomolekiile wurde
die Sulfatgruppe chemisch eingefiihrt.

Eines der Probleme beim Einsatz von STs in der Synthese
ist die Produktinhibierung. PAP ist ein starker (nMm bis um)
Inhibitor der STs. Ein Losungsansatz ist die Anwendung einer
Regenerierungsmethode. Lin etal. wendeten den in
Schema 21 gezeigten Kreislauf zur Synthese von 6-Sulfochi-
tobiose (15a) an.'! Durch den Regenerierungsansatz kann
die Reaktion bei niedrigen PAPS-Konzentrationen und mit
geringem Kostenaufwand durchgefiihrt werden. PAP wird
enzymatisch entfernt, was die Inhibierung minimiert. Der
groBte Nachteil dieser Methode ist ihre Komplexitét, da sechs
Enzyme und ihre Substrate benotigt werden. Dementspre-
chend entwickelten Burkart et al. einen einfacheren Ansatz,
bei dem rSULT1C1 (B-AST-IV) in einem revers-physiologi-
schen Prozess zur Synthese von PAPS aus p-Nitrophenolsul-
fat (PNPS) eingesetzt wird (Schema 22).[%* Diese gekoppelte
Reaktion wurde zur Synthese der in Schema 23 gezeigten
sLe*-Analoga herangezogen.

Rosenberg et al. berichteten kiirzlich iiber interessante
neue chemoenzymatische Synthesen von Antithrombin-III
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PP; so>

Schema 21. Nod-ST-katalysierte Synthese von N,N’-Diacetylchitobiose-6-sulfat mit
multienzymatischer Regenerierung von PAPS.
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onyron

Schema 22. Synthese sulfatierter Chitooligosaccharide mit AST-1V-katalysierter
Regenerierung von PAPS.
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Schema 23. Synthese von Sialyl-Le*-6-sulfat-Analoga.

bindenden Heparansulfaten. Verbindungen dieses Typs
wurden bereits durch konventionelle chemische Synthesen
hergestellt,'*>1% die aber eine Vielzahl von Stufen erfor-
derten. In einem Beispiel wurden modifizierte HS-Ketten mit
der Antithrombin-III-Bindungsdoméne chemoenzymatisch
in einem zweistufigen Verfahren aus nichtsulfatierten N-
Acetylheparosanpolysacchariden aus dem E.-coli-Stamm K5
(16) synthetisiert (Schema 24).1%"1 Ziel der Studie war die
Verbesserung von HS-Therapeutika, von denen einige
Nebenwirkungen bekannt sind. Im letzten Schritt, der
Sulfonierung von 17, wurde PAP¥S eingebaut, um die
Affinitét fir AT-IIT durch Gel-Mobilitédts-Assays abschitzen
zu kénnen. Das Produkt Mitrin (18) hat eine vier- bis fiinfmal
hohere spezifische Aktivitidt als kommerzielles HS.

/%OM /mc HO

NHAC

NDST2
Epimerase

PAPS
NHSO&

R=Ac/SO;
HS-6-O-ST-2a
HS-3-O-ST-1
PAPS
,00C /% ~0oc /% ~ooc 0,50
= O SO N HSO&
R=Ac/SO; 18

Schema 24. Zweistufige chemoenzymatische Synthese von Mitrin (18).
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In einer weiteren Veroffentlichung wurde die chemoen-
zymatische Synthese des Antithrombin-III bindenden HS-
Pentasaccharids beschrieben (Schema 25).1% Als Ausgangs-
material wurde ebenfalls das Heparosan 16 verwendet. In der
Synthese wurde zunichst NDST2 zur selektiven N-Desace-
tylierung und N-Sulfonierung von Glucosaminresten unter
Bildung von 19 eingesetzt. AnschlieBend wurde 19 mit
Heparitinase I partiell zu einer Mischung von Oligosaccha-
riden gespalten, aus der das Hexasaccharid 20 durch HPLC
isoliert wurde. In den folgenden Schritten wurden C5-
Epimerase und HS-2-O-ST-1 zur Epimerisierung und Sulfo-
nierung zu 21 sowie HS-6-O-ST-1 und HS-6-O-ST-2a zur
Bildung von 22 eingesetzt. Das bakterielle Enzym A*’-
Glycuronidase wurde zur Entfernung des ungesittigten
Uronsdurerestes unter Bildung von 23 verwendet.
Anwendung von HS-3-O-ST-1 und PAP®S fiihrte
schlieBlich zum Endprodukt 24. Durch Gel-Mobili-
tiats-Assays konnte bestitigt werden, dass 24 wirk-
sam an AT-III bindet.

Wegen der wichtigen Funktionen sulfonierter
Glycoaminoglycane in entscheidenden biologischen
Prozessen sind praktikable Methoden zur Synthese
dieser Verbindungen von groflem Interesse. Die
jingsten Beispiele fiir die effiziente Anwendung
chemoenzymatischer Methoden haben vielverspre-
chende Ansitze aufgezeigt. Eine Kombination von
0% chemoenzymatischer Synthese und PAPS-Rege-

NHSOs™  nerierung wiirde einen groBen Fortschritt beziiglich
Herstellung und Verfiigbarkeit von Verbindungen
dieses Typs bedeuten.

9. Zusammenfassung und Ausblick
%, Die Enzymklasse der Sulfotransferasen riickt
o . . . o
NHSO,~ wegen ihrer potenziellen biomedizinischen und

regulatorischen Bedeutung zunehmend in den Blick-
punkt des Interesses. Obwohl bereits eine Reihe
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Studien mit dem Protein Tyrosinkinase (Csk)
bestitigen, dass die Liange des Linkers zur
Struktur des dissoziativen Ubergangszustandes
passen muss.[' 1%

Eine weitere wichtige Frage betrifft die
Existenz einer Sulfoenzym-Zwischenstufe.
Anhand der verfiigbaren strukturellen und
mechanistischen Daten kann diese nicht ausge-
schlossen werden. Das Histidin im aktiven
Zentrum (mit geringer Wahrscheinlichkeit
auch ein anderer Rest) konnte als Nucleophil
wirken und eine instabile Sulfohistidin-Zwi-
schenstufe bilden und sich so einer mechanis-
tischen Untersuchung entziehen. Aus einer
Strukturanalyse geht hervor, dass das konser-
vierte Histidin des aktiven Zentrums so posi-
tioniert ist, dass es als Nucleophil und nicht als
Base agiert.”®  Mutagenesestudien  mit
rSULT1C1 zeigten, wenn auch nicht schliissig,
dass H104A- und H104S-Mutanten inaktiv sind
und dass die Aktivitit auch durch Imidizol nicht
wiederhergestellt werden kann."® Dies kann
ein Hinweis darauf sein, dass das Histidin nicht
als Base fungiert. Weiterhin wurde {iber einen
Suizidinhibitor der rSULT1C1 berichtet, der
Enzym-Inhibitor-Komplex wurde jedoch nicht
ausfiihrlich charakterisiert.'*! Weitere For-
schungen sind hier notwendig.

Eines der Hindernisse bei der Untersu-
chung membranassoziierter STs ist die man-
gelnde Verfiigbarkeit an rekombinantem Pro-
tein, sodass die Klonierung und Uberexpression
dieser Enzyme eine zentrale Aufgabe sein wird.
Schliellich werden auch genauere Informatio-
nen iiber die aktiven Zentren und Substratbin-
dungsstellen dazu beitragen, wirksame und
spezifische Inhibitoren fiir diese wichtige Ver-
bindungsklasse zu entwickeln.

NHSO,

Schema 25. Chemoenzymatische Synthese des AT-IIl bindenden HS-Pentasaccharids.

struktureller und mechanistischer Details aufgeklart wurden,
erfordert die Entwicklung wirksamer und spezifischer Inhi-
bitoren von STs fiir den therapeutischen FEinsatz weiter-
gehende Studien.

Die meisten biochemischen und biophysikalischen Stu-
dien wurden mit zytosolischen STs durchgefiihrt, die durch
rekombinante Techniken leichter zuginglich sind als die
membranassoziierten STs. Aus den Ergebnissen dieser Stu-
dien ergibt sich ein vollstdndiges mechanistisches Bild, ein
rationaler Ansatz zur Synthese von Inhibitoren mit hoher
Wirkung gegen spezifische STs konnte bislang aber nicht
prasentiert werden. Zur Losung wurde vorgeschlagen, bisub-
stratische Ubergangs- oder Grundzustandanaloga herzustel-
len und zu testen. Frithere Versuche waren vermutlich durch
unzureichende Kenntnisse iiber die Struktur des Ubergangs-
zustands behindert. Die Linge des Linkers zwischen den
beiden Bausteinen wird durch diese Struktur vorgegeben.
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