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Sulfatasen

S ulfatasen — d. h. Sulfatester spaltende Enzyme — spielen eine
entscheidende Rolle bei der Regulierung von Sulfatierungszu-
stinden, die iiber die Funktion vieler physiologischer Molekiile
entscheiden. Die Substrate der Sulfatasen reichen von kleinen
cytosolischen Steroiden wie dem Ostrogensulfat bis hin zu
komplexen Kohlenhydraten auf Zelloberflichen, etwa den
Glycosaminoglycanen. Die Umwandlung dieser Molekiile
wurde mit wichtigen zelluliren Funktionen in Verbindung ge-
bracht, z. B. mit der Hormonregulation, dem zelluldren Abbau
und der Modulation von Signalisierungsprozessen. Sulfatasen
hingen mit dem Ausbruch etlicher pathophysiologischer Er-
scheinungen zusammen, etwa mit hormonabhdngigen Krebs-
formen. Bis heute sind zwar zahlreiche Sulfatasen identifiziert
worden, die Aufklirung des weitreichenden Spektrums ihrer
biologischen Aktivititen befindet sich aber erst am Anfang.

Angewandte

Aus dem Inhalt

Dieser Aufsatz gibt einen Uberblick iiber den derzeitigen

Wissensstand zu den Strukturen, Mechanismen und der Inhi-

bition von Sulfatasen.

1. Einleitung

Wihrend Sulfotransferasen in den letzten Jahren Gegen-
stand einer intensiven Forschung waren, existieren zu den
Sulfatasen relativ wenige Studien. Sulfatasen wurden im 20.
Jahrhundert sporadisch in Eukaryoten und Prokaryoten
entdeckt, lange ist diese Klasse von Enzymen aber unter-
schitzt worden, da man davon ausging, dass sie abgesehen
vom Abbau organischer Sulfate im Erdboden keine relevante
biologische Funktion haben. Eine Menge an Informationen
zu humanen Sulfatasen wurde in den 60er Jahren gesammelt,
nachdem entdeckt worden war, dass Sulfatasemangel zu
mehreren lysosomalen Erbkrankheiten fiihrt. Seither hat sich
herausgestellt, dass Sulfatasen wichtige Komponenten bei
Prozessen wie der Hormonregulation (sowie der Hormonde-
regulation bei hormonabhingigen Krebsarten), den Wech-
selwirkungen von Gameten und der Knochen- und Knorpel-
bildung sind.

Sehr neu ist der Befund, dass Sulfatasen an der Modifi-
kation von Sulfateinheiten von Glycosaminoglycanen
(GAGs)! beteiligt sind, die die Signalgebung bei Stammzel-
len und mustergebende Phidnomene in der extrazelluldren
Matrix (ECM) steuern. Dariiber hinaus wurden neue Funk-
tionen von Sulfatasen in Wirbellosen und Prokaryoten ent-
deckt, z.B. eine mogliche Rolle in der bakteriellen Pathoge-
nese. Dieser Aufsatz gibt einen Uberblick iiber die Struktu-
ren, Mechanismen und Inhibition der Sulfatasen. Aulerdem
diskutieren wir die Substrate und die biologischen Funktio-
nen von Sulfatasen; der Schwerpunkt liegt hierbei auf aktu-
ellen Themen und potenziellen therapeutischen Targets.
SchlieBlich diskutieren wir die Anwendung dieser Enzyme
in der Synthese, wobei wir insbesondere die biologischen
Wechselwirkungen von sulfatierten Kohlenhydraten und
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Glycosaminoglycanen innerhalb der extrazelluldren Matrix
analysieren.

2. Die Familie der Sulfatasen

Sulfatasen (EC 3.1.5.6) katalysieren die hydrolytische
Desulfonierung von Sulfatestern (CO-S) und Sulfamaten
(CN-S) [GL. (1) und (2)]. Sie bilden eine Enzymklasse, die bei

ROSO;~ + H,0 — ROH + HSO,~ (1)

RN(H)SO,~ + H,0 — RNH, + HSO," )

eukaryotischen und prokaryotischen Spezies sequenziell,
strukturell und mechanistisch hoch konserviert ist. Charak-
teristisch sind unter anderem: 1) eine 20- bis 60-prozentige
Sequenzhomologie iiber die gesamte Linge des Proteins,
2) eine hoch konservierte N-terminale Region mit dem
Konsensusmotiv der Sulfatasen und 3) ein einzigartiger Al-
dehydrest im aktiven Zentrum, a-Formylglycin (FGly), der
posttranslational eingefiihrt wird.

[*] S.R. Hanson, Dr. M. D. Best, Prof. C.-H. Wong

Department of Chemistry and

The Skaggs Institute for Chemical Biology

The Scripps Research Institute

10550 North Torrey Pines Road, BCC 357

La Jolla, CA 92037 (USA)

Fax: (+1) 858-784-2409

E-mail: wong@scripps.edu

Eine Liste hiufig verwendeter Abkiirzungen findet sich am Ende des
Aufsatzes.

[+

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



Aufsiitze

5860

Der hohe Grad an Sequenzho-
mologie und struktureller Uberein-
stimmung fithrte zu dem Schluss,
dass sich die Sulfatasen vor langer
Zeit aus einem gemeinsamen Vor-
liufer-Gen entwickelt haben."?
Die Humanenzyme (15 sind be-
kannt, 13 Gene wurden Kkloniert,
Tabelle 1) ebenso wie die Enzyme
aus Wirbellosen, niederen Eukaryo-
ten und Prokaryoten (viele sind
bekannt, 13 Gene wurden kloniert
Tabelle 2) sind in der Regel zwi-
schen 500 und 600 Aminosiuren
lang; die kiirzlich entdeckten hu-
manen Sulf-Enzyme haben eine ge-
ringfiigig ldngere Sequenz von etwa
800 Resten (Abbildung 1). In Eu-
karyoten werden Sulfatasen fiir den
sekretorischen Transportweg vor-
bereitet, wobei sie umfangreich gly-
cosyliert werden, bevor sie in die

extrazellulare Matrix (ECM) oder in subzelluldre Komparti-
mente wie das endoplasmatische Retikulum (ER), das Golgi-
System und in die Lysosomen transportiert werden (Tabel-

C.-H. Wong et al.
Tabelle 1: Substrate und subzellulidre Lokalisierung humaner Sulfatasen.
Sulfatase Abkiirzung  physiologisches subzellulare Lit.ld

Substrat Lokalisierung®

Arylsulfatase A ARSA Sulfatid Lysosom [67]
Arylsulfatase B ARSB Dermatansulfat, Chondroitinsulfat Lysosom [2,68]
Arylsulfatase C ARSC Steroidsulfate ER n2mn
Arylsulfatase D ARSD unbekannt ER 129
Arylsulfatase E ARSE unbekannt Golgi-Netzwerk [129]
Arylsulfatase F ARSF unbekannt ER [130]
Arylsulfatase G ARSG unbekannt ER 133
Galactosamin-6-Sulfatase GalN6S Chondroitinsulfat, Keratansulfat Lysosom [69]
Glucosamin-3-Sulfatase*  GlcN3S Heparansulfat Lysosom [92,93]
Glucosamin-6-Sulfatase ~ GIcN6S Heparansulfat, Keratansulfat Lysosom [70]
Glucuronat-2-Sulfatase*  GlcA2S Heparansulfat Lysosom [91]
Heparan-N-Sulfatase GlcNS Heparansulfat Lysosom 71
Iduronat-2-Sulfatase IdoA2S Heparansulfat, Dermatansulfat Lysosom [72]
Endo-Sulfatase 1 Sulfl Heparansulfat ECM [22]
Endo-Sulfatase2 Sulf2 Heparansulfat ECM [22]

[a] Mit einem Stern markierte humane Sulfatasen wurden bislang nicht kloniert. Zusitzlich zu den
humanen Genen wurden Orthologe aus vielen anderen Saugern (Maus, Ratte, Katze, Schwein, Wachtel,
Ziege) kloniert. [b] ER=endoplasmatisches Retikulum, ECM =extrazelluldre Matrix. [c] Literatur tiber
Genklonierung oder Entdeckung (*).

le 1). Die lysosomalen und extrazelluldren Sulfatasen sind
loslich, die im ER und im Golgi-Apparat sind hingegen
membrangebunden. Sémtliche bekannten Sulfatasen aus

Tabelle 2: Aus Wirbellosen, niederen Eukaryoten und Prokaryoten klonierte Sulfatasen.

Organismus Sulfatase Substrat subzellulare Lokalisierung physiologische Rolle Lit.
Wirbellose und niedere Eukaryoten

Helicocideris erythogramma HeARS unbekannt extrazellular Entwicklung 5]
Hemicentrotus pulcherrimus HpARS unbekannt extrazellular Entwicklung [116]
Stronglyocentrotus purpuratus ~ SARS unbekannt extrazellular Entwicklung 118
Helix pomatia HeSulf1 unbekannt unbekannt unbekannt [155]
Plutella xylostella PGSS unbekannt Darmlumen Entgiftung [152]
Chlamydomonas reinhardtii CARS Glucosinolate Periplasma Schwefel-Bereitstellung [160]
Neurospora crassa NARS Tyrosin-O-sulfat extra- und intrazellular Schwefel-Bereitstellung [158]
Volvox cateri VARS unbekannt Periplasma Schwefel-Bereitstellung [en
Prokaryoten

Flavobacterium FHS2S Heparansulfat Periplasma HS-Abbau [58]
Klebsiella pneumoniae KARS unbekannt Periplasma Schwefel-Bereitstellung [63]
Prevotella sp.RS2 PMdS unbekannt Periplasma Mucin-Abbau [60]
Pseudomonas aeruginosa PARS unbekannt Cytoplasma Schwefel-Bereitstellung [173]
Sinorhizobium meliloti SChoS Cholin-O-sulfat Cytoplasma Schwefel-Bereitstellung, Osmoprotektion nan
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prokaryotische Sulfatasen
FHSZ2S
KARS
PARS
PMdS
SChoS
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Abbildung 1. Signatursequenzen von Sulfatasen. Die partielle Alignierung aller klonierten Sulfatasen verdeutlicht eine Homologie der Sulfatase-
Signatursequenzen (PS00523). Diese Konsensussequenz ist fiir die Steuerung der Oxidation des ersten Aminosiurerestes zum katalytisch aktiven
FGly ausschlaggebend. Hoch konservierte Reste sind durch weie Buchstaben auf schwarzem Hintergrund gekennzeichnet, andere signifikant
konservierte Reste sind grau dargestellt. Angegeben sind die Zugriftsnummern fur ExPASy oder (fiir dort nicht hinterlegte Proteinsequenzen) eine

zugehdrige Literaturstelle.

Wirbellosen, niederen Eukaryoten und Bakterien sind 16slich
und finden sich im Cytoplasma, im Periplasma und in
extrazelluldren Bereichen (Tabelle 2).P!

Sulfatasen katalysieren die Hydrolyse einer vielféltigen
Reihe von Sulfatestern; hierzu zéhlen: hydrophobe Glucosi-
nolat-, Steroid- und Thyroninsulfate, amphiphile sulfatierte
Kohlenhydrate (gefunden bei Glycosaminoglycanen, Proteo-
glycanen und Glycolipiden) und wasserlosliche Mono- und
Disaccharidsulfate. Oft wurden physiologische Substrate von
Sulfatasen erst im Anschluss an ihre Entdeckung mithilfe
kleiner Arylsubstrate identifiziert, daher tragen viele den
generischen Arylsulfatasenamen (ARS).F*) Man kennt beim
Menschen acht Funktionsstérungen, die durch einen Mangel
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Position ven  Linge Zugriffs-
8 10 11 12 FGly (1) nAummer
1 69 507  P15289
T 75 533  NP_000037
e B3 583 POBB42
| B9 583 CAAS58555
g FleE | B6 589 137187
T G 79 581 X97868
T G 82 525 [130]
T G 79 522 P54793
g S - | 91 552 CAATB1G4
T G 70 502 P51688
T G B4 550 P22304
T G 87 871 AAMTEBED
T G 88 870 AAMT7ES51
108 558  AACZTE2M
100 551 P14000
115 567 P5047T3
80 508  AAF30402
70 532 CACBB342
73 648 KJKM
89 639 AACO2ZT18
72 649 Q10723
K 82 464  [58)
M 72 577  T45548
T 51 533 P51691
L 79 517  AAFT2520
Q 54 512 AACI3I3IT
einer einzelnen Sulfatase hervorgerufen werden (Tabel-
le 3).1"%7I Dariiber hinaus gibt es eine seltene autosomale
rezessive Storung, die multiple Sulfatase-Defizienz (MSD),
die auf eine hochgradig reduzierte Aktivitit aller Sulfatasen
zuriickgeht.®
Zwei ausgeprdgt homologe Aminosduremotive, die Sul-
fatase-Signatursequenzen I und II, befinden sich innerhalb
Tabelle 3: Erbkrankheiten, die durch den Mangel einer einzelnen Sulfa-
tase hervorgerufen werden
subzelluldre Sulfatase genetische Stérung®
Lokalisierung
Lysosom ARSA metachromatische
Leukodystrophie (MLD)
IdoAS Hunter-Syndrom (MPS 1)
GlcNS Sanfilippo A (MPS I1IA)
GlcN6S Sanfilippo B (MPS I1IB)
GalN6S Morquio A (MPS IVA)
ARSB Maroteaux-Lamy (MPS VI)
ER, Golgi ARSC X-linked Ichthyose (XLI)
ARSE Chondrodysplasia
Punctata (CDPX)
[a] AuRer den Krankheiten, die durch den Mangel einer einzelnen
Sulfatase hervorgerufen werden, gibt es eine seltene genetische Stérung,
die multiple Sulfatase-Defizienz (MSD), bei der alle Sulfatasen eine
erheblich verminderte Aktivitat zeigen. [b] MPS = Mucopolysaccharido-
se.
© 2004 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim 5861
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des ersten Drittels der N-terminalen Sequenzen bei allen
bekannten hydrolytischen Sulfatasen.”) Die Signaturse-
quenz I, bestehend aus den zwolf Aminosduren C/S-X-P-S/
X-R-X-X-X-L/X-T/X-G/X-R/X, ist essenziell fiir die post-
translationale Modifikation des anfénglichen Cysteins/Serins
zum katalytisch aktiven Rest FGly.""'l Der hohe Konservie-
rungsgrad dieser Reste, belegt durch partielle Alignierung der
in Abbildung 1 gezeigten Sequenzen, unterstreicht ihre spe-
zialisierte Funktion. Mehrere dieser Reste sind bemerkens-
wert hoch konserviert oder konservativ substituiert. Das
Kernmotiv C/S-X-P-X-R ist tiber die gesamte Enzymklasse
vollstandig konserviert. Der Argininrest in diesem Motiv hat
mehrere Funktionen: 1) als Steuerelement bei der FGly-
Modifizierung,'”! 2) als integrale Komponente des aktiven
Zentrums, das den FGly-Rest stabilisiert,'” und 3) als essen-
zielles Strukturelement.' Der
konservierte Prolinrest spielt eben-
falls eine Schliisselrolle bei der  A)
Steuerung der FGly-Modifizie-
rung,'”’ und man nimmt an, dass
er Teil einer a-Helix ist, die FGly
préazise im aktiven Zentrum aus-
richtet.'! Interessanterweise
wurden zwei Enzyme aus anderen
Enzymbklassen entdeckt, eine Phos-
phatmonoesterhydrolase (U44852)
und eine alkalische Phosphatase
(AF047381), die ebenfalls die
Kernsequenz C/S-X-P-X-R enthal-
ten. In Anbetracht dieser potenzi-
ellen evolutiondren Verbindung®!
diirften die alkalischen Phosphata-
sen diejenigen Enzyme auBlerhalb
der Sulfataseklasse sein, die am
ehesten einen FGly-Rest beherber-
gen konnten. Die zweite Sulfatase- )

C-terminale
Unterdomane

C.-H. Wong et al.

nomere mit einer gemischten o/p-Topologie, die wiederum in
zwei Doménen unterteilt sind (Abbildung 2). Auffallend ist,
dass ARSC zusitzlich eine einzigartige Transmembrandomé-
ne enthilt, aus der die 16sliche Doméne , herauskeimt*, was
dem Enzym eine pilzformige Morphologie verleiht. Die
grofere, N-terminale Doméne besteht aus a-Helices, die ein
groBles gemischtes (-Faltblatt umgeben, das in HARSA,
HARSB und PARS zehnstriangig und in HARSC elfstringig
ist. Die kleinere, C-terminale Doméne enthélt ein vierstrdn-
giges antiparalleles -Faltblatt, das dicht an eine lange, zum
Losungsmittel orientierte C-terminale a-Helix gepackt ist. In
einer fiir die o/p-Enzymfamiliel™® typischen Weise ist die
Kavitdt des aktiven Zentrums an das C-terminale Ende des
groBen B-Faltblatts angeschmiegt, und der FGly-Rest befin-
det sich am unteren Ende eines nahegelegenen Spaltes mit

N-terminale B)
Unterdoméne

Transmembran-
domane

Signatursequenz enthélt die dode-
kamere Konsensussequenz G-Y/V-
X-S/T-X-X-X-G-K-X-X-H.  Die
konservierten Lysin- und Histidin-
reste in diesem Motiv gehoren zum
aktiven Zentrum und haben eine
groBle Bedeutung fiir die Sulfates-
terkatalyse.!'¥

3. Strukturen

Die Strukturen von vier Sulfa-
tasen sind bislang rontgenkristallo-
graphisch gelost worden: HARSA
(2.1 A)," HARSB (2.5 A),l') und
HARSC (2.6 A)") aus dem Men-
schen sowie PARS (1.3 A) aus dem
Gram-negativen Bakterium Pseu-
domonas aeruginosa.'¥ Diese Sul-
fatasen haben auffallend @hnliche
Strukturen und erscheinen als
nahezu sphirische globuldre Mo-

© 2004 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Abbildung 2. Strukturen von Sulfatasen im Kristall (rote Zylinder: a-Helices, gelbe Pfeile: (3-Faltblat-
ter). a) Struktur von PARS; charakteristisch sind zwei Subdoménen mit gemischten o/B-Topologien.
b) Gleiche Struktur von PARS, um 90° gedreht; sichtbar sind die Stringe des grofen p-Faltblatts in-
nerhalb der N-terminalen Domine (mit 1-10 nummeriert) und des kleinen (3-Faltblatts innerhalb der
C-terminalen Domine (mit a-d bezeichnet). C) Struktur von HARSC; deutlich zu erkennen ist die
hohe Strukturhomologie zwischen HARSC und PARS beziiglich der globuldren Doménen. Das im ER
befindliche Protein enthilt zusitzlich eine Transmembrandomine, bestehend aus zwei stark hydro-
phoben, 40 A langen Helices.

Angew. Chem. 2004, 116, 5858 — 5886
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geladenen Aminosiuren. Strukturell dhnelt die katalytische
N-terminale Sulfatasedoméne stark den alkalischen Phos-
phatasen (APs), die Sequenzen unterscheiden sich aber
drastisch.”) Eine Uberlagerung der Strukturen von ARSA
und AP ergibt 169 iiberlappende Co-Atome, einschlieBlich
der groBen [-Faltbldtter und mehrerer Reste des aktiven
Zentrums; die mittlere quadratische Abweichung (rmsd)
betriigt 1.9 A. Ahnliche Ergebnisse erhilt man bei der
Uberlagerung von HARSB und PARS.!"!
Kristallographische Untersuchungen und Mutagenesestu-
dien lieferten wertvolle Informationen iiber das aktive Zen-
trum der Sulfatasen (Abbildung 3). Bei jeder der bislang
aufgelosten Strukturen sind die Reste im katalytischen Zen-
trum und dessen Geometrie bemerkenswert hoch konserviert
(rmsd < 0.45 A), was auf einen ebenfalls konservierten Me-
chanismus der Sulfatesterhydrolyse schlieBen ldsst. Das

LysB
HisB
LysA
7 NH
AspC
K(,o Ny
o] Q‘ ".‘ ‘\‘\‘
{ : : ? e
> ; N SR NH
AspB O--.. O e !r/
A fo) K _.-HN
O/—/ ’,” ““ .\,“:O\ /’ol::: NH HisA
o R L U 7N !
NH ! ‘\“/' FGly HN NH,
oA
AspA ArgA

Abbildung 3. Aktives Zentrum der Sulfatasen. Aus den Kristallstruktu-
ren geht hervor, dass die Reste im aktiven Zentrum hoch konserviert
sind. Wichtige Wasserstoffbriicken sind durch gepunktete Linien mar-
kiert. Aus Griinden der Ubersicht wurde auf einige Details verzichtet;
nicht dargestellt sind lokalisierte Ladungen, einige Doppelbindungen
und mehrere Wechselwirkungen, einschlieflich einer Salzbriicke zwi-
schen LysA und dem nichtkoordinierenden O-Atom von AspC, einer
Wasserstoffbriicke zwischen Sulfat und dem Stickstoffatom in der
Hauptkette von FGly und mehrerer Sulfat-FGly-Wechselwirkungen. Ta-
belle 4 enthilt die Positionen und vermuteten Funktionen der Reste in
jeder der gel6sten Strukturen.

Angewandte

aktive Zentrum besteht aus zehn eng miteinander verkniipf-
ten polaren Resten und einem zweiwertigen Metall-Ion; die
Positionen und vermutlichen Funktionen dieser Komponen-
ten sind in Tabelle 4 zusammengefasst. Im Falle von HARSA
lieferte ein Mutationsexperiment zusitzliche Hinweise auf
die Funktion der Reste." AspA, AspB, AspC und AsnA, das
in ARSC konservativ durch ein Glutamin ersetzt ist, bilden
eine metallkoordinierende Region. In HARSB, HARSC und
PARS koordinieren die metallbindenden Reste zusammen
mit FGly und einem Sauerstoffatom des Sulfats (oder in
dessen Abwesenheit von Wasser) heptavalent ein Ca**-Ion, in
HARSA wird ein Mg?*-Ion oktaedrisch koordiniert. Aller-
dings wire im letzteren Fall nicht auszuschlieBen, dass die bei
der Aufreinigung des Enzyms in hohen Konzentrationen
vorhandenen Magnesiumionen das native Kation ersetzt
haben.™ Dieser Effekt wurde durch eine andere Arbeits-
gruppe bei einer verfeinerten Analyse der ARSA-Struktur
beobachtet.” Die Mutation eines der metallbindenden Reste
in HARSA fiihrt in jedem Fall zu einer drastisch verringerten
Bindungs- und Katalyseaktivitit. Dies unterstreicht die zen-
trale Rolle, die das Metall bei der Spaltung der Sulfatester
spielt; vermutet wird, dass das Metall an das Substrat bindet
und es fiir den nucleophilen Angriff aktiviert.'%

Die katalytische Tasche ist mit mehreren positiv gelade-
nen Resten ausgekleidet, darunter LysA und LysB, die an der
Bindung des anionischen Sulfats beteiligt sind. Zusammen
mit dem zweiwertigen Metall-Ion und HisB neutralisieren
diese Reste wahrscheinlich das Sulfat-Ion und verringern
dessen Elektronendichte, wodurch ein elektrophiles Schwe-
felzentrum entsteht. Auerdem positionieren sie das tetra-
edrische Sulfat fiir den linearen nucleophilen Angriff durch
FGly.”Y! Dariiber hinaus sind HisB und LysB an der Proto-
nierung des exocyclischen Sauerstoffatoms der bei der Umes-
terung freigesetzten Alkoholat-Abgangsgruppe beteiligt. Der
katalytische FGly-Rest befindet sich in Form eines FGly-
Hydrats (FGH) am unteren Ende der Tasche. Die geminalen
Diolgruppen erfiillen zwei unterschiedliche Funktionen:
FGH-Ov1, das mit dem Metallzentrum und AspA wechsel-
wirkt, ist fiir den nucleophilen Angriff auf das Schwefelatom
des Substrats ideal positioniert; FGH-Ovy2, das durch HisA,
ArgA und LysA verankert ist und in Richtung des Zentrums
der Tasche zeigt, ist an der Eliminierung der Enzym-Sulfat-
ester-Zwischenstufe beteiligt. Die Funktionen der geminalen
Hydroxygruppen werden vermutlich durch Protonen vermit-

Tabelle 4: Positionen und vermutete Funktionen der Aminosiuren und Metall-Kationen des aktiven Zentrums.

Rest! PARS HARSA HARSB HARSC vermutete Funktion

FGly 51 69 91 75 katalytisches Nucleophil als FGH

M Ca** Mgt Ca?* Ca* Substratbindung und -aktivierung, Stabilisierung von FGH
AsnA Asn318 Asn 282 Asn 301 GIn343 Metall-Koordination, Aktivierung von FGH

AspA Asp317 Asp 281 Asp 300 Asp 342 Metall-Koordination

AspB Asp14 Asp 30 Asp 54 Asp 36 Metall-Koordination

AspC Asp13 Asp29 Asp63 Asp35 Metall-Koordination

ArgA Arg55 Arg73 Arg95 Arg79 Stabilisierung von FGH

HisA His115 His125 His 147 His 136 Stabilisierung von FGH, Eliminierung von FGS

HisB His211 His 229 His 242 His 290 Substratbindung und -aktivierung, Alkohol-Protonierung
LysA Lys113 Lys123 Lys 145 Lys134 Substratbindung und -aktivierung, Stabilisierung von FGH
LysB Lys375 Lys 302 Lys318 Lys 368 Substratbindung und -aktivierung, Alkohol-Protonierung

[a] Generische Reste sind in Abbildung 3 schematisch dargestellt.
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telt, die sich zwischen AspA und FGly-Oyl sowie zwischen
HisA und FGly-Oy2 verschieben (siche Abschnitt 4).

Bislang wurden keine Kristallstrukturen von Sulfatasen
im Komplex mit ihren natiirlichen Substraten aufgeklirt.
Daher ist weitgehend unbekannt, welche Reste an der
Substratspezifitit beteiligt sind. Naheliegend wiére, dass die
spezifische Erkennung der natiirlichen Substrate auflerhalb
des engen Spalts mit den konservierten Resten des aktiven
Zentrums stattfindet. Die Struktur im Cokristall von
Cys69Ala-HARSA (einer Mutante, in der der katalytische
FGly-Rest durch Alanin ersetzt ist) und p-Nitrocatecholsulfat
(pNCS, ein allgemeines Substrat fiir Sulfatasen) lésst eine fest
gebundene Sulfatgruppe erkennen (koordiniert durch das
Metallzentrum, LysA, LysB und HisA; Abbildung 3) sowie
einen hochgradig ungeordneten Phenylring auBlerhalb der
Sulfatbindungstasche.”!! Tatsdchlich konnte die Tatsache,
dass viele Sulfatasen kleine Arylsubstrate tolerieren, auch
bedeuten, dass Bindungsstellen auf den Oberflichen der
Enzyme zwischen gro3en Substraten unterscheiden und diese
korrekt ausrichten, ohne den Zugang zum aktiven Zentrum
zu blockieren.

Typischerweise birgt die C-terminale Region der Sulfata-
sen die hochste strukturelle Diversitdt und ist daher mit
einiger Wahrscheinlichkeit fiir die Substratspezifitét entschei-
dend. Interessanterweise enthalten die Sulfatasen der HSulf-
Familie und HGIcN6S, die die Hydrolyse von Glucosamin-
6S(GIcNAcgs)-Resten katalysieren, C-terminale Verldnge-
rungen, die eine hohe Homologie zu Bereichen der
GlcNAc-Transferase aus Arabidopsis thaliana aufweisen.
Daraus lasst sich folgern, dass diese Region eine Rolle bei
der Erkennung des GlcNAc-Substrats spielen konnte.*! Bei
den membrangebundenen Sulfatasen konnte die C-terminale
Region noch einen weiteren Zweck erfiillen. Laut Kristall-
struktur von ARSC ist die kleine Subdoméne an mehreren
wichtigen Wechselwirkungen zwischen den hydrophoben
Schleifen und der Lipiddoppelschicht beteiligt. Die Polypep-
tidsegmente der Domine konnten als ,,Schwingtiiren® fun-
gieren und auf diese Weise Substrate erkennen und zum
aktiven Zentrum fiihren, das in der Nihe der Membranober-
fliche vergraben ist. Der Zugang zum aktiven Zentrum von
ARSC enthilt eine Vielzahl unpolarer Reste, die hydrophobe
Wechselwirkungen mit dem Steroidriickgrat bilden konnen,
wenn das Sulfat im Sulfatbindungspalt entsprechend ausge-
richtet ist.['")

4. Mechanismen
4.1. Sulfatesterhydrolyse

Das charakteristischste Merkmal der Sulfatasefamilie ist
der FGly-Rest (2-Amino-3-oxypropanséure, o-Formylglycin)
im aktiven Zentrum. FGly ist in den aktiven Zentren bei allen
bislang charakterisierten prokaryotischen und eukaryoti-
schen Sulfatasen vorhanden und fiir die katalytische Aktivitat
essenziell.”! Seine Bedeutung wurde urspriinglich durch
von Figura und Mitarbeiter in Studien zur multiplen Sulfata-
sedefizienz (MSD) erkannt.””! Aus den Ergebnissen wurde der
richtige Schluss gezogen, dass ein gemeinsames Struktur-
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merkmal im aktiven Zentrum der Sulfatasen, das durch eine
posttranslationale Modifikation erzeugt wird, bei MSD-Pati-
enten defizient ist, was zur Inaktivierung der Sulfatasen
fiihrt.”" In einer bahnbrechenden Studie wurde die neuartige
Aldehyd-Modifikation an der Position ausfindig gemacht, an
der gemill der cDNA in den Enzymen HARSA und HARSB
ein Cysteinrest vorlag.” Spiter wurde herausgefunden, dass
es sich bei dem zu modifizierenden Rest entweder um ein
Cystein in Eukaryoten®™?* und Prokaryoten®®” oder um ein
Serin®! in Prokaryoten handelt. Prokaryotische Sulfatasen
sind daher in Cys- und Ser-Enzyme unterteilt.?>=2

Es iiberrascht nicht, dass der Mechanismus der Sulfates-
terhydrolyse lange verborgen blieb, schlieSlich wusste man
nicht, dass die Erzeugung des essenziellen Aldehyds im
aktiven Zentrum eine posttranslationale Modifikation erfor-
dert. Erst die Entdeckung dieser Modifikation, zusammen mit
den Kristallstrukturen der Sulfatasen, ermoglichte die Auf-
kldrung des Mechanismus.'>’>"1 Obwohl sofort klar war,
dass der FGly-Rest fiir die Katalyse entscheidend ist,™ ! war
seine genaue Wirkungsweise lange Zeit Gegenstand der
Diskussion.™ Die strukturelle Ahnlichkeit zu den alkali-
schen Phosphatasen lieferte erste Hinweise auf den Mecha-
nismus der Sulfatasen, und nach der Aufkldarung der ersten
Sulfatasestruktur 1995 (HARSB) wurde ein Additions-Hy-
drolyse(AH)-Mechanismus postuliert.'! Wie in Schema 1a
dargestellt ist, beginnt der Mechanismus mit einem nucleo-
philen Angriff eines Sauerstoffatoms der Sulfatgruppe an der
elektrophilen Aldehydgruppe von FGly unter Bildung eines
Sulfatdiesters. Das Alkohol-Konjugat wird anschlieend
durch ein Nucleophil, z.B. ein aktiviertes Wassermolekiil,
freigesetzt (dhnlich wie bei der alkalischen Phosphatase). Es
wurde vorgeschlagen, dass das in der HARSB-Struktur im
Kristall gefundene FGly-Sulfat-Addukt (FGS) eine stationi-
re Struktur des katalytischen Zyklus ist, obwohl von einem
Gleichgewicht mit dem Aldehyd ausgegangen wurde.

Die stationdre Struktur von HARSA wurde anders inter-
pretiert: Hier wurde ein zweifach fehlgeordnetes Elektro-
nendichtemuster am FGly-Rest gefunden, was zu der An-
nahme fiihrte, dass FGly im katalytischen Zustand als Alde-
hydhydrat vorliegt.'! Auf der Grundlage dieser Daten wurde
ein Umesterungs-Eliminierungs(TE)-Mechanismus vorge-
stellt, demzufolge im ersten Schritt eine der geminalen
Hydroxygruppen des FGly-Hydrats (FGH) als Nucleophil
fungiert. Wie in Schema 1b dargestellt ist, bildet sich durch
einen S\2-Angriff auf das Sulfat-Schwefelatom unter Freiset-
zung von Alkohol ein kurzlebiges FGS. Die zweite geminale
Hydroxygruppe regeneriert den Aldehyd anschliefend unter
Eliminierung des Sulfats. Der katalytische Zyklus wird durch
die Hydratisierung des Aldehyds unter Wiederherstellung des
FGH abgeschlossen. Die Umgebung des essenziellen FGly-
Restes ist in beiden Strukturen relativ schlecht aufgelost,
weshalb ein allgemeines Modell fiir die Sulfatesterhydrolyse
noch immer Gegenstand der Debatte ist.

Der TE-Mechanismus wird durch Studien mit HARSA-
und HARSB-Mutanten mit einem Serinrest anstelle von
FGly gestiitzt. Serin-Mutanten, die [*S]-p-Nitrocatecholsul-
fat ausgesetzt wurden, setzten p-Nitrocatechol frei, der
markierte Schwefel blieb jedoch gebunden. Dagegen enthiel-
ten die Wildtyp-Enzyme nach Ende der Umsetzung keinen
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Schema 1. Vorgeschlagene Mechanismen der Sulfatesterhydrolyse durch den Aldehyd des akti-
ven Zentrums, FGly. a) Additions-Hydrolyse(AH)-Mechanismus, der unter der Annahme abge-
leitet wurde, dass ein Sulfat-Halbacetal (FGS) ein stationdrer Zustand der Kristallstruktur von
HARSB ist. b) Umesterungs-Eliminierungs(TE)-Mechanismus, abgeleitet aus dem Befund,
dass in der Kristallstruktur von HARSA eine hydratisierte Aldehydgruppe (FGH) vorliegt. Wei-
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diesem jedoch unabhingig ist. Die Sul-
fatgruppe ist vermutlich wegen der bei
der Herstellung der PARS-KTristalle ver-
wendeten hohen exogenen Sulfatkon-
zentrationen prasent. Es ist wenig iiber-
raschend, dass hohe Sulfatkonzentratio-
nen hydrolytische Sulfatasen inhibie-
ren.>> Erneut zeigte sich, dass das
Sulfat fiir einen nucleophilen Angriff
optimal orientiert war, wobei eine Seite
des Tetraeders einen Abstand von 2.96 A
zu FGH-Oy1 einnimmt, dhnlich wie im
Cokristall pNCS-Cys69Ala-HARSA. !
Derzeit geht man davon aus, dass die
Sulfathydrolyse iiber den in Schema?2
dargestellten TE-Mechanismus verlduft.

Bislang wurde nicht direkt unter-
sucht, ob der Ubergangszustand der Sul-
fatesterhydrolyse in erster Linie assozia-
tiv (Sy2-artig) oder dissoziativ (Sy1-artig)

tere Details finden sich im Text und in Schema 2.

markierten Schwefel. Dieser Befund beweist, dass der erste
Schritt des enzymatischen TE-Mechanismus, nédmlich die
Umesterung des Substrats durch Serin unter Bildung einer
Sulfoenzym-Zwischenstufe, ablaufen konnte, der zweite
Schritt jedoch nicht. Die Serin-Mutanten waren nicht in der
Lage, das Sulfat zu eliminieren, was die Bedeutung der
zweiten FGH-Hydroxygruppe bei der Sulfatesterkatalyse
unterstreicht. Auflerdem lieferte das Experiment entschei-
dende Beweise gegen den AH-Mechanismus, da ein nucleo-
philer Angriff eines Sulfat-Sauerstoffatoms am Serin hochst
unwahrscheinlich ist. Ein weiterer Beleg fiir den TE-Mecha-
nismus ergab sich aus der Uberlagerung von Wildtyp-
HARSA mit einer Cokristallstruktur einer FGly-Alanin-
HARSA-Mutante mit p-Nitrocatecholsulfat: Der Vergleich
zeigte, dass die Sulfatgruppe fiir einen linearen nucleophilen
Angriff durch die Oyl-Hydroxygruppe (die 2.85 A vom
Schwefelzentrum entfernt ist) optimal positioniert ist.*!

Ein weiteres wichtiges Unterscheidungskriterium fiir die
beiden Mechanismen ist die Konfiguration des chiralen
Sulfats, das vom Substrat nach der Katalyse freigesetzt wird.
Der TE-Mechanismus wiirde iiber eine pentagonale Zwi-
schenstufe im Sy2-Ubergangszustand zu einer Inversion der
Konfiguration am Schwefelatom fithren. Der AH-Mechanis-
mus, der ohne chemische Modifikationen am Schwefelzen-
trum ablduft, wiirde dagegen in einer Sulfatgruppe mit
beibehaltener Konfiguration resultieren. In einer Studie mit
einem chiralen Sulfat als Substrat einer Arylsulfatase aus
Aspergillus wurde Inversion der Konfiguration beobachtet,
was ein weiterer Beleg fiir den TE-Mechanismus ist.® Eine
Reproduzierung des Experiments mit anderen, besser cha-
rakterisierten Sulfatasen steht allerdings noch aus.

Ein besonders deutlicher Beleg fiir den TE-Mechanismus
wurde aus der rontgenkristallographischen Aufkldrung der
PARS-Struktur mit 1.3 A Auflosung abgeleitet.'”) Die Struk-
tur lief erkennen, dass sich das FGly-Hydrat eindeutig in der
Nihe eines koordinierten anorganischen Sulfats befindet, von
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ist. Mehrere Studien haben ergeben, dass

die Natur der Alkoholat-Abgangsgruppe

von Bedeutung ist. In Studien mit bak-
teriellen Sulfatasen wurden Lineare-Freie-Energie-Beziehun-
gen aufgestellt, die belegen, dass bessere phenolische Ab-
gangsgruppen mit einer effektiveren Bindung und Katalyse
einhergehen (siehe die Ubersicht von Dodgson et al.).”!
Diese Ergebnisse wurden durch neuere Untersuchungen zur
Inhibition von ARSC mit Aryl- und Alkylsulfamaten besté-
tigt.”*! Die irreversible Inhibition durch diese Verbindungen
erfolgt nach dem geschwindigkeitsbestimmenden hydrolyti-
schen Schritt; der genaue Ablauf bei der Bildung des Dead-
End-Addukts ist allerdings nicht bekannt. Die Befunde
zeigen, dass durch elektronenziehende Gruppen (EWGs) an
der a-Position der Alkylgruppen oder an der phenolischen
Kette eine viel bessere Inhibition resultiert. Auch dies belegt,
dass eine besser stabilisierte Abgangsgruppe fiir die einlei-
tende Hydrolyse und die folgende Inhibition wichtig ist.
Dieses Verhalten spiegelt die bei den alkalischen Phosphata-
sen beobachteten Mechanismen wider, von denen mittler-
weile bekannt ist, dass sie weitgehend dissoziativer Natur
sind.””

Auch die unkatalysierte Hydrolyse von Sulfatestern ver-
lauft neueren Studien zufolge dissoziativ.”® Bei einem disso-
ziativen Ubergangszustand der Sulfatesterhydrolyse wiirden
das angreifende Nucleophil und der Schwefel eine relativ
schwache Bindung bilden, und eine ausgeprédgte Bindungs-
dissoziation zwischen der Sulfuryl- und der Abgangsgruppe
wiirde zu einer Anhdufung negativer Ladung am Phenolat-
Sauerstoffatom fiihren. Elektronenziehende Gruppen sollten
die Delokalisierung dieser Ladung unterstiitzen und den
dissoziativen Ubergangszustand stabilisieren. Die bislang
vorliegenden Ergebnisse scheinen das Modell eines dissozia-
tiven Ubergangszustands bei der Sulfatesterhydrolyse zu
stiitzen. Dies impliziert, dass der Mechanismus hauptséachlich
vom Sy1-Typ ist und vermutlich vom nucleophilen FGly-
Hydrat unterstiitzt wird. Diese Interpretation sollte jedoch
mit Vorsicht behandelt werden, da relativ wenige Studien
durchgefiihrt wurden.
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Schema 2. Der TE-Mechanismus unter Beteiligung von FGly und Resten des aktiven Zentrums,
basierend auf der Kristallstruktur von PARS und Mutagenesestudien mit HARS. a) Der FGly-Rest
bildet im stationéren Zustand ein durch Wasserstoffbriicken stabilisiertes FGly-Hydrat (FGH).
a—b: Positiv geladene Reste und das Metallzentrum binden, orientieren und aktivieren das Sub-
strat fiir den nucleophilen linearen Angriff durch das geminale Hydroxy-Oy1 des FGH, das

2.96 A vom Schwefelzentrum entfernt ist. Die Umesterung wird durch einen Protonentransfer
zwischen Oy1 und AspC unterstiitzt. b—c: Eine Sy2-Substitution (durch Pfeile in (b) verdeut-
licht) verlduft tiber eine fiinffach koordinierte Zwischenstufe unter Inversion der Konfiguration
am Schwefelzentrum und Freisetzung des Konjugat-Alkoholats, das ein Proton von HisB auf-
nimmt und aus der Tasche herausdiffundiert (LysB, Oy2 und H,O kénnen je nach pH-Wert eben-
falls als Protonenquellen fungieren). Die Eliminierung des Sulfat-Halbacetals (FGS) wird durch
den elektronenziehenden Charakter der sulfatkoordinierenden Reste erleichtert. c—d: Die Abstra-
hierung des Oy2-Protons durch HisA leitet die Eliminierung des Sulfats ein und regeneriert den
Aldehyd, der anschlieRend zur Vollendung des katalytischen Zyklus rehydratisiert wird (d—a).
Siehe Tabelle 4 fiir die Nummerierung der Reste und Abbildung 2 fiir eine schematische Darstel-
lung der Reste des aktiven Zentrums.
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sussequenzen. Mehrere andere S-O-spaltende
Alkylsulfatasen sind bekannt,** Informatio-
nen iber ihre Sequenzen sind jedoch bislang
nicht verfiigbar. Auch ist nicht geklért, ob sie in
einem FGly-vermittelten hydrolytischen Pro-
zess reagieren oder ob andere Mechanismen der
Sulfatesterspaltung ablaufen. Ein weiterer sul-
fatspaltender Mechanismus koénnte bei den
Arylsulfatasen aus A. Carrageenovora und
Campylobacter jejuni wirksam sein.®*? Diese
Enzyme enthalten nicht die fiir die Erzeugung
von FGly erforderliche Sulfatase-Konsensusse-
quenz und weisen nur eine geringe Sequenz-
dhnlichkeit zu den hydrolytischen Arylsulfata-
sen auf. Eine Auflirung der mechanistischen
Details dieser Enzyme steht noch aus.

5. Die posttranslationale FGly-Modifika-
tion

5.1. Die Cys-FGly-Modlifikation in humaner ARSA

Die katalytische Wirkung der Sulfatasen
beruht auf dem FGly-Rest. Dieser wird norma-
lerweise durch die Oxidation einer Cysteinvor-
stufe erzeugt, die in der codierten Peptidse-
quenz aller humaner Sulfatasen vorkommt. Bei
multipler Sulfatasedefizienz (MSD) fehlt diese
essenzielle Modifikation, was zu kategorisch
inaktiven Sulfatasen und ernsten klinischen
Manifestationen fiihrt.>! Es wurde postuliert,
dass der MSD-Faktor (MSDF) auf einen Defekt
in der posttranslationalen Modifikationsma-
schinerie oder im FGly erzeugenden Enzym
(FGE) zuriickzufiihren ist.”) Mit der Identifi-
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4.2. Weitere Sulfatasemechanismen

Bei Prokaryoten wurden mindestens zwei weitere Me-
chanismen der Sulfatesterspaltung gefunden. Es wurden
mehrere bakterielle Alkylsulfatasen (AlkSs) identifiziert,
die die C-O(S)-Bindung von Sulfatestern spalten; damit
unterscheiden sie sich von den die (C)O-S-Bindung spalten-
den hydrolytischen Enzymen.?”*! Interessanterweise bewir-
ken einige dieser Alkylsulfatasen eine Inversion der Konfi-
guration am stereogenen Kohlenstoffatom, was fiir einen
nucleophilen Angriff an dieser Position spricht (siehe hierzu
die Ubersicht von Dodgson et al.l). Diese Stereoinversion
wurde kiirzlich genutzt, um eine Methode zur Deracemisie-
rung sekundirer Alkylsulfate zu entwickeln.' ! Auch die
oxidative Spaltung von Alkylsulfatgruppen zu Aldehyden
und anorganischen Sulfaten wurde beschrieben.[*!

Gene fiir C-O spaltende*! und oxidative Sulfatasen
wurden kloniert.* Diese zeigen erwartungsgemiB keine
signifikante Sequenzhomologie zu den hydrolytischen S-O-
spaltenden Sulfatasen und enthalten auch nicht die fiir die
Bildung der FGly-Modifikation charakteristischen Konsen-
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zierung des FGE als der ursidchlichen Kompo-
nente bei MSD gelang kiirzlich ein entschei-
dender Durchbruch.-%

Als Komponenten des sekretorischen Stoffwechselweges
werden die Sulfatasen wéihrend der Proteinsynthese zum ER
geleitet. Dort wird der entscheidende katalytische Rest, FGly,
aus einem Cystein gebildet.’** Die mit dem zu modifizie-
renden Cystein beginnende autonome lineare Sequenz C-T-
P-S-R-A-A-L-L-T-G-R enthilt die gesamte Information, die
fiir die Einleitung der Modifikation notwendig ist."***! Durch
Mutation und Verkiirzung dieser Targeting-Sequenz wurde
herausgefunden, dass das Kernmotiv C(X/T)P(X/S)R die
Minimalsequenz fiir eine moderat stattfindende Oxidation ist.
Mutationen von P und R innerhalb dieses Motivs setzen die
Effizienz drastisch herab, wihrend Mutationen von T oder S
(aber nicht beider Reste) toleriert werden. Von den sieben
auxiliaren Resten erwies sich die LTGR-Sequenz als der
wichtigste, und man geht davon aus, dass sie eine Rolle bei der
Molekiilerkennung spielt. Abgesehen vom Cysteinrest hat
somit keine Einzelmutation eine komplett inaktivierende
Wirkung. 1]

In mehreren Experimenten wurde belegt, dass die Oxi-
dation nach der Translokation zum ER und vor der Faltung
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des Proteins als eine spidte Co- oder Posttranslation er-
folgt.*1153531 Die Modifikation von ribosomenverkniipften
naszierenden Polypeptidketten (RNCs) trat in vitro nach
Translokation zu den Mikrosomen auf oder nachdem sie
loslichen Extrakten aus dem ER ausgesetzt wurden. Dies
belegt, dass Translokation und Exposition gegen luminale
Komponenten des ER zur Einleitung der Transformation
erforderlich sind. In translokationsgehemmten RNCs mit
gentechnisch erzeugten N-Glycosylierungsstellen wurde der
FGly-Rest erst nach der Glycosylierung und der chemisch
induzierten Freisetzung vom Ribosom sowie nach der Ab-
spaltung des Signalpeptids erzeugt. Dies weist darauf hin,
dass der Oxidationsschritt in einer spéten cotranslationalen
Phase erfolgt. SchlieBlich belegt der Befund, dass FGly auch
in verkiirzten und heterologen Protein-Konstrukten expri-
miert wird, dass andere Peptidteile oder die Proteinfaltung
die Umsetzung nur unwesentlich beeinflussen. Dass die
Modifikation in einem weitgehend ungefalteten Stadium
ablauft, wird auch dadurch belegt, dass kleine exogene
Peptide, die aus der Targeting-Sequenz bestehen, die FGly-
Expression in RNCs effektiv inhibieren.” Auch die In-vitro-
Oxidation dieser kleinen Peptide (ARSA65-80) wurde kiirz-
lich nachgewiesen, was ein zusitzlicher Beleg fiir die unab-
héangige Wechselwirkung der linearen dirigierenden Sequenz
mit dem FGE ist.!

Das lange gesuchte FGE wurde kiirzlich von zwei Ar-
beitsgruppen unabhingig voneinander entdeckt.F¥ Das
FGE-Gen, sumFI (Sulfatase-modifizierender Faktor 1), co-
diert fiir ein im ER lokalisiertes Protein mit 374 Aminosiu-
ren, das zu einer Klasse von Proteinen mit zuvor unbekannter
Funktion gehort. Eine erste biochemische Charakterisierung
weist darauf hin, dass SUMF1 als mischfunktionelle Oxyge-
nase agiert, die sowohl essenziell als auch limitierend fiir die

Eukaryoten und Prokaryoten

o o
al )H/\ SUMF1
Enz SH (sumr2) EnZiHAo
HN HN
Prokaryoten
O 0
YidHGF (?)
b) Enz SH EHZ)H/\SH
T “u
HN HN
o]
R i
¢} E OH — = X
”Z.,h Enzu):\/\o
HN HN
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Expression aktiver Sulfatasen ist (Schema 3a).’! Hoch kon-
servierte SUMF1-Homologe wurden in vielen eukaryotischen
und prokaryotischen Spezies gefunden, was in Anbetracht der
Bedeutung der FGly-Modifikation nicht iiberrascht.”"*! Die
katalytische und funktionale Konservierung innerhalb der
FGE-Homologen wurde durch die Erzeugung aktiver huma-
ner Sulfatasen, die mit SUMF1-cDNAs aus der Maus und aus
Drosophila coexprimiert wurden, belegt.’? Anhand der
Sequenzhomologie wurden auch Paraloge von SUMF1 iden-
tifiziert (als SUMF2 bezeichnet). Diese zeigen ebenfalls
FGE-AKktivitét, sind allerdings deutlich weniger effizient als
SUMF1, und man geht davon aus, dass sie die schwache
Sulfataseaktivitit bei MSD bewirken.

5.2. Die FGly-Modifikation in Prokaryoten

Mehrere Sulfatase-Gene wurden aus Prokaryoten klo-
niert und charakterisiert (Tabelle 2). Die Sequenzen haben
einen hohen Grad an Ubereinstimmung mit den Sequenzen
eukaryotischer Sulfatasen, besonders innerhalb der FGly-
Signatursequenz. Anders als bei den eukaryotischen Enzy-
men, die ausschlieBlich Cystein als ihre FGly-Vorstufe codie-
ren, konnen prokaryotische Sulfatasen FGly-Reste sowohl
aus Serin- wie auch aus Cysteinresten ableiten. Die Modifi-
kation der Enzyme vom Ser-Typ und vom Cys-Typ verlduft
auf unterschiedlichen Routen, und mehrere Studien haben
sich der Identifizierung und Charakterisierung des zugrunde-
liegenden FGE gewidmet.

Das bakterielle Cys-FGE (C-FGE) ist vermutlich ein
Homolog der konservierten SUMF1-Proteinfamilie, die vor
kurzem in Eukaryoten entdeckt wurde (Schema 3a).¥ In
einigen Bakterien wurden mutmafliche SUMF1-Gene durch

O o]

)HA ,0 )H/\
Enz \S s Enz \o
= 2 “u

HN HN

1 [FeSl.q + AdoMet® —» [FeS],, + Methionin + Ado”
2 Ado'+ Gly-CH,OH  — AdoH + Gly-[CHOH]"*
3 Gly-[CHOH]"+ [FeS],, — [FeS].q+ FGly + H"

AdoMet” = S-Adenosylmethionin
Ado* = 5'-Desoxyadenosyl-Radikal
Gly-CH,OH = Serin

Schema 3. Mechanismen der FGly-Bildung durch eukaryotische und prokaryotische FGly erzeugende Enzyme. Die SUMF-Gene wurden vorliufig
als mischfunktionelle Oxygenasen charakterisiert; sie sind bei der Bildung der FGly-Reste aus Cysteinvorstufen in Eukaryoten essenziell (Pfad a).
In Prokaryoten werden FGly-Reste durch C-FGE und S-FGE aus Cystein- bzw. Serinvorstufen erzeugt. Das C-FGE kénnte vom gleichen Typ wie das
eukaryotische FGE sein, es wurden jedoch auch andere Pfade vorgeschlagen (Pfad b; Einzelheiten siehe Text). Das S-FGE (Pfad c) wurde als das
Eisen-Schwefel-Protein AtsB identifiziert; es katalysiert die Transformation iiber einen postulierten Redoxprozess, bestehend aus den Schritten 1—

3.
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Sequenzanalysen entdeckt, die Klonierung und Charakteri-
sierung eines bakteriellen C-FGE ist bislang jedoch nicht
gelungen. Ein GroBteil der zum bakteriellen Cys-Modifika-
tionssystem verfiigbaren Informationen wurde durch die
rekombinante Expression von Sulfatasen im Bakterium E.
coli gewonnen, das keine endogene Arylsulfatase produ-
ziert.”® Bislang wurde aus E. coli keine aktive Sulfatase
isoliert, jedoch wurden sowohl Cys- als auch Ser-Gene und
deren mutmaBliche Aktivititen beschrieben.” " Klar ist
soweit, dass die Bakterien ein aktives C-FGE enthalten, das
FGly-Reste ausschlieBlich aus Cystein-Vorstufen erzeugt. Die
rekombinante Expression von Cys-PARS und FHS2S (He-
paran-2-Sulfatase aus Flavobacterium heparinum) in E. coli
fiihrt zu aktiven Enzymen,”*® wohingegen die Ser-Sulfata-
sen inaktiv sind.”® Ebenso entstehen durch Mutationen von
PARS und FHS2S zu Ser-Enzymen inaktive Proteine.?"!

Die Effizienz des C-FGE unterscheidet sich in Eukaryo-
ten und Prokaryoten drastisch. Die Modifikation von PARS
lauft in nativen und in E.-coli-Wirten bis zur Vollstandigkeit
ab.””! Im Unterschied dazu ist das humane FGE ein limitie-
render Faktor:? eine effiziente Modifikation erfordert die
Coitiberexpression von SUMF1, und selbst dann ist die
Oxidation nicht vollstindig.®*?! Dies weist darauf hin, dass
sich die C-FGEs von Bakterien und Eukaryoten grundlegend
unterscheiden.

Es ist sogar moglich, dass Bakterien ein weiteres FGE
enthalten, das sich von SUMF1 deutlich unterscheidet. In
bioinformatischen Studien wurde ein Gencluster, yid HGF, in
der Néhe einer vermutlichen Cys-Sulfatase, yid/, in E. coli
lokalisiert. Aufgrund der Sequenzhomologie und einem &hn-
lichen Mechanismus wurde postuliert, dass der Cluster die
oxidative Desulfurierung der Sulfanylgruppe von Cystein zu
einem Aldehyd katalysiert — analog zu der oxidativen Des-
aminierung von Aspartat zu Oxalacetat (Schema 3b).[**

Einiges mehr ist iiber die Ser-FGEs (S-FGEs) in Bakte-
rien bekannt. Frithe Untersuchungen der Expression von
Arylsulfatasen aus Klebsiella pneumoniae (KARS) zeigten,
dass die Produktion eines aktiven Enzyms in E. coli auf die
Coexpression eines benachbarten Gens, astB, angewiesen ist;
astB bildet ein bicistronisches Operon mit dem KARS-
Gen.” Urspriinglich war man davon ausgegangen, dass
AstB ein Transkriptionsfaktor oder ein positiver Regulator
von KARS ist. Spiter erkannte man eine ausgeprigte
Homologie von AstB zu den Oxidoreduktasen sowie seine
essenzielle Funktion bei der Expression von FGly, was darauf
hindeutete, dass es sich um das S-FGE handeln kénnte.?”>"
Dass es sich bei AstB-Homologen um mogliche S-FGEs
handeln konnte, wurde auch durch den Befund belegt, dass
die Ser-Sulfatase PMdS (Mucinsulfatase aus Prevotella sp.
RS2) bei Expression in E. coli inaktiv ist, bei heterologer
Produktion in Bacteriosides thetaiotaomicron aber aktiv.™" B,
thetaiotaomicron enthilt das Gen chuR, das fiir ein Protein
mit hoher Homologie zu AstB codiert; bei Knock-out-
Stammen (d.h. Stimmen, denen dieses Gen fehlt) ist die
endogene Sulfataseaktivitit inhibiert.”! Eine Sequenzanaly-
se der flankierenden Regionen des PMdS-Gens brachte zum
Vorschein, dass dieses ein benachbartes Gen hat, das fiir ein
AstB-Homolog codiert. Damit ldsst sich spekulieren, dass die
Coexpression dieses Gens in E. coli aktives PMdS produzie-
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ren konnte. Tatsdchlich wurden bei der Sequenzanalyse
mehrerer vermuteter Ser-Sulfatasen dhnliche Operons iden-
tifiziert, was dafiir spricht, dass das S-FGE generell bicistro-
nisch mit der von ihm modifizierten Sulfatase vorkommt.””
In jedem Fall codiert das zweite Gen fiir ein Eisen-Schwefel-
Protein, das konservierte Cysteincluster enthilt; diese
wurden kiirzlich mit Oxidoreduktase-Aktivitdten in Verbin-
dung gebracht, und sie sind in der Lage, einen Serinrest zu
einem Aldehyd zu oxidieren (Schema 3¢).*

Die Funktion von AstB bei der Modulation der Serin-
Transformation zu FGly wurde letztlich durch Studien auf-
geklart, bei denen KARS unabhingig und mit AstB zusam-
menwirkend in E. coli exprimiert wurde.”” FGly wurde nur in
Gegenwart von AstB gebildet. Dabei lag die Modifizierungs-
ausbeute bei 60 %, was der Ausbeute mit nativ exprimierter
KARS entspricht.’ Neuere Untersuchungen ergaben, dass
AstB ein cytoplasmatisches Enzym ist, das Serin-abhéngig
direkte Wechselwirkungen mit der fiir das FGly-Targeting
entscheidenden Signatursequenz der Sulfatase eingeht.
Daher wurde postuliert, dass AstB die Transformation iiber
seine Oxidoreduktase-Aktivitit katalysiert (Schema 3c).B”
Die Transformation wird durch ein Signalpeptid erleichtert,
das die Translokation des Proteins in das Periplasma begiins-
tigt. Das Entfernen dieser Sequenz vermindert drastisch die
Effizienz von periplasmatischem KARS. Eine mutante Ser-
PARS fiihrte die FGly-Transformation nur dann aus, wenn
das Enzym rekombinant mit der KARS-Signalsequenz ver-
sehen wurde.”® Alle bekannten und mehrere vermutete Ser-
Sulfatasen enthalten N-terminale Signalpeptide, die das
Enzym in das Periplasma dirigieren; demgegeniiber sind die
meisten Cys-Sulfatasen im Cytoplasma lokalisiert.*”]

Dass in Bakterien die posttranslationale Transformation
von Cystein und Serin zu FGly {iber separate Mechanismen
verlduft, ist iberraschend, da die Sequenzen in der Umge-
bung der FGly-Vorstufen weitgehend identisch sind.”* Einer
frithen Theorie zufolge unterscheiden die Enzyme nicht auf
der Grundlage von Bindungsprozessen zwischen den nahezu
identischen Targeting-Sequenzen, sondern greifen auf spezi-
fische katalytische Doménen zuriick, die Cystein und Serin zu
FGly oxidieren.” Tatsichlich wurde bei der Aufreinigung
des Sauger-FGE (Cys-Typ) eine Bindungsmatrix genutzt, die
die Ser-Targetingsequenz enthilt.”!! Auch die subzellulire
Verteilung hat offenbar einen Einfluss darauf, welches FGE
in Bakterien aktiv ist. Die periplasmatische Targetingsequenz
vermittelt das Zusammenwirken von Ser-Sulfatase und S-
FGE, moglicherweise sind aber noch weitere translokationale
Komponenten beteiligt.*"!

6. Substrate und biologische Funktionen eukaryoti-
scher Sulfatasen

Viele eukaryotische Sulfatasen wurden urspriinglich
anhand ihrer enzymatischen Aktivitdt gegen kleine aromati-
sche Sulfate wie para-Nitrophenolsulfat (pNPS), para-Nitro-
catecholsulfat (pNCS) und 4-Methylumbelliferonsulfat
(4MUS) identifiziert. Diese Aktivitit fithrte zu einer lang-
wihrenden Fehlinterpretation der physiologischen Funktion
von Sulfatasen, dient aber heute zur Einteilung von Sulfata-
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sen in ARS- und Nicht-ARS-Typen.[**! Beide Enzymtypen
sind aktiv gegen Arylsubstrate, der ARS-Typ zeigt jedoch
weit hohere Hydrolysegeschwindigkeiten. Zu den natiirlichen
Substraten humaner Sulfatasen gehoren Steroidsulfate und
eine Vielzahl sulfonierter Kohlenhydrate, darunter Monosac-
charide, Oligosaccharide, Proteoglycane und Glycolipide
(Tabelle 1). Wie aus Tabelle5 hervorgeht, haben die
Enzyme trotz ihrer unspezifischen Aktivitdt gegen Arylsub-
strate eine hohe Spezifitét fiir ihre biologischen Substrate.
Humane Sulfatasen wurden an mehreren subzelluldren
Stellen lokalisiert. Sie iiben Schliisselfunktionen bei wichtigen

Tabelle 5: Katalytische Eigenschaften humaner Sulfatasen.

Angewandte

biologischen Prozessen aus, z. B. bei der Hormonsynthese im
ER, beim Abbau von Glycosaminoglycanen und Glycolipi-
den im Lysosom und bei der Modulation der Stammzellsi-
gnalisierung in der ECM. Mehrere andere humane Sulfatasen
wurden identifiziert, ihre biologischen Funktionen sind
jedoch unbekannt. Eventuell sind diese Enzyme an der
Desulfonierung anderer wichtiger Biomolekiile wie Sialyl-
Lewis®-6S (sLe*-6S) und Tyrosin-O-sulfat beteiligt. Sulfata-
sen von Wirbellosen und niederen Eukaryoten sind weitge-
hend unerforscht. Mehrere Gene wurden kloniert (Tabelle 2),
und in einigen Fillen konnte eine Aktivitdt zugeordnet

werden; Beispiele umfassen eine

Enzym Substrat® Geschwindigkeit® K,

ARSA 4MUS 40000 12500
pNCS 160000 400
Ascorbinsiure-2S 85000 2800
Cerebrosid-3S 6600 105
Seminolipid-3S 5000 180
Psychosin-3S 3000 200
Tyrosin-S 6700 3500

ARSB 4MUS 48500 1180
GalN,-(CS/DS)* 2000 60
Tyrosin-S 871 < 300000

ARSC 4MUS 7000 800
pNPS 4000 400
Ostron-S 2900 0.8
Pregnolon-S 1600 0.6
Cholesterin-S 1400 2
DHEA-S 1000 1.7
Testosteron-S 1 40
Vitamin-D3-S <1 N/A

ARSD 4MUS n.d.

ARSE 4MUS 663

ARSF 4MUS 1356

ARSG 4MUS n.d.

GalN6S 4MUS 120 4400
GalNAcg-(CS)* 1990 15
Galge-(KS)* 100 50

GlcNS 4MUS 114 4800
GalNg-(HS)* 930 10.3
GalNg-IdoAys 60 4.
GalN, 0.04 0.7

GlecN6S 4MUS 10 5800
GlcNACgs-(HS)* 218 0.25
GlcNAce-(KS)* 45 1
GlcNAc 1.6 7.1

IdoA2S 4MUS 300 12400
IdoA,s-(HS)* 3400 3

Sulf-1 4MUS 1000-2000
GlcNgs (endo) 0.088

Sulf-2 4MUS 1000-2000
GlcNgs (endo) 0.097

Funktion bei der Entwicklung von

pH-Optimum  Lit. Seeigelembryos, die Inaktivierung
5.7 [73,74] endogener Pflanzentoxine und
5.5 eine Beteiligung am Schwefelme-
4.8 tabolismus in Algen und Pilzen.
4.5
45
4.5
55 6.1. Lysosomale Sulfatasen
5.6 [74,89,94] Lysosomale Sulfatasen waren
5.6 die ersten Sulfatasen, die mit phy-
5.5 siologischen Funktionen in Verbin-
dung gebracht wurden. Unter den
7.0 (122] humanen Sulfatasen sind sie am
7.0
70 besten charakterisiert. Es sind ubi-
7.0 quitdire Enzyme, die im sekretori-
7.0 schen Stoffwechsel synthetisiert
7.0 und iiber den Mannose-6-phos-
7.0 phat-Rezeptor-Pfad in das Lyso-
70 som gelenkt werden.[® Wie fiir
70 [129] Proteine mit dieser subzelluldren
70 [129,130)  Lokalisierung charakteristisch,
7.0 [129] liegt ihr pH-Optimum im sauren
7.0 [133] Bereich (Tabelle 5). AuBerdem
weisen sie eine hervorragende Sub-
47 (83,89] stratspezifitit auf und haben eine
40 geringe funktionale Redundanz.
4.0 . . .
Die katalytische Desulfonierung
54 [95] ist fiir den Katabolismus mehrere
5.6 sulfathaltiger Metaboliten mit es-
3.8 senziell. Man kennt sechs physio-
5.6 logische Stérungen beim Men-
schen, die aus der Akkumulation
Zf [70,95] toxischer Mengen von nichtabbau-
39 baren sulfatierten Verbindungen
5.7 infolge defizienter lysosomaler
Sulfatasen  resultieren  (Tabel-
5.6 89, 96] le 3).?! Wegen ihrer Rolle bei be-
4.5 stimmten Krankheiten wurden
7 2] viele Humangenen, die fiir lysoso-
75 male Proteine codieren,>® 72 klo-
niert und charakterisiert."”:*!
7.5 [22] Wie in Tabelle 5 gezeigt ist,
7.5 hydrolysiert ARSA eine Reihe sul-

[a] Physiologische Substrate sind fett gedruckt. Sterne markieren Aktivitat am nichtreduzierenden Ende
des Glycosaminoglycans (in Klammern). [b] Geschwindigkeit in nmol Substrat pro min pro mg Enzym.
n.d. =keine detektierbare Aktivitat. [c] Werte in pm.
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fatierter Substrate:;>™ die wich-
tigsten physiologischen Substrate
sind Sulfatide, insbesondere Sphin-
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golipide mit Galactose-3S(Gal-3S)-Kopfgruppen.> 7 Ascor-
binsdure-2S ist vermutlich ebenfalls ein natiirliches Sub-
strat.’””7 ARSA wurde mit der Erbkrankheit Metochromati-
sche Leukodystrophie (MLD) in Verbindung gebracht, die
durch einen hochgradigen Abbau von Myelin im Nervensys-
tem gekennzeichnet ist.”) Dies ist die Folge eines fehlerhaften
Katabolismus von Sulfatidcerebrosid-3S (1, Abbildung 4),

OH
1 Cerebrosid-3-sulfat

? |
0,80 | COH
0,80 i

2 Dehydroepiandrosteron-3-sulfat
(DHEA-3S)

3 lodothyroninsulfat

CH,OH
HO o)

s._R
HO"%on 1T

N.
0805

4 Glucosinolate: Senfélglycoside

Abbildung 4. Reprisentative Substrate fiir Sulfatasen. Cerebrosid-3S
(1) ist ein physiologisches Substrat fiir ARSA, DHEA-3S (2) ein natiirli-
ches Substrat fiir ARSC. lodthyroninsulfat (3) ist ein mégliches Sub-
strat fiir eine der ER-Sulfatasen, Glucosinolate (4) sind Substrate fiir
PGSS.

einer der Hauptstrukturkomponenten der Myelinscheide.
Die Spaltung des Cerebrosid-3S-esters in vivo bendtigt das
l6sungsvermittelnde Agens Sphingolipid-Aktivatorprotein B
(sapB), das vor der Hydrolyse durch ARSA einen 1:1-
Komplex mit dem Substrat bildet.® Neuere Befunde weisen
darauf hin, dass ARSA auch in nichtlysosomalen Umgebun-
gen eine Rolle spielt. Es wurde auf Spermienoberfldichen
gefunden und adhériert vermutlich an sulfatierte Ovarien-
Glycoproteine, sodass es bestimmte Schritte im Befruch-
tungsprozess steuert.[>*?

Die humanen lysosomalen Sulfatasen ARSB, GalN6S,
GalN3S, GIcN6S, GlcA2S, GleNS und IdoA2S wurden inten-
siv untersucht. Sie spielen eine Rolle bei Mucopolysacchari-
dosen (MPSs), einer Gruppe lysosomaler Speicherkrankhei-
ten, die durch einen gestdrten GAG-Katabolismus verursacht
werden (Tabelle 3).! Glycosaminoglycane bestehen aus
langen Ketten von Disaccharid-Wiederholungseinheiten, die
aus Uronsédure(U)- und Hexosamin-Zuckern (H) aufgebaut
sind. Diese Ketten sind hochgradig polydispers wegen ihrer
variablen Linge, glycosidischen Verkniipfungen, Epimerisie-
rung, N-Acetylierung und des Grads an O- und N-Sulfatie-
rung (Abbildung 5).5** In Tabelle 1 sind Substrate fiir die
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GAG Disaccharideinheit H U Modifikationen
Heparin und Hony sx ax-{(c1.4)-Usy-{o/B1.4) GleN  GlcA N-Sulfonierung
Heparansulfat IdoA N-Desacetylierung

O-Sulfonierung
C5-Epimerisierung
Chondraitin- und Honacaxex-(B1.4Unx-(c/B1,3) GalN  GlcA O-Sulfonierung

Dematansulfat IdoA C5-Epimerisierung

Keratansulfat Honaeox B1.3)-Galex-(B14) GleN  Gal O-Sulfonierung
reprasentative Monosaccharideinheiten

OH
OH

HO “0,C OH

HO OH HO on HO OH

NH, NH, OH OH OH

p-Glucosamin
(GleN)

D-Glucuronséure L-lduronsaure

D-Galactosamin
(GalN) (GIcA) (IdoA)

www.angewandte.de

Abbildung 5. GAG-Disaccharideinheiten mit ihren Modifikationsstellen.
Glycosaminoglycane sind polydisperse Makromolekiile aus unver-
zweigten Uronsiure(U)- und Hexosamin(H)-Disaccharideinheiten. Die
GAG-Sulfatester werden in drei Hauptklassen eingeteilt, die sich in
erster Linie durch die Identitit und Verkniipfung der Zuckerreste unter-
scheiden; Beispiele sind Heparansulfat (HS) und Heparinsulfat
(HSGAG, das im Allgemeinen mehr Sulfatreste als HS enthilt), Kera-
tansulfat (KS) sowie Chondroitin- und Dermatansulfat (CS und DS).
Die Disaccharideinheiten kénnen mehrfach modifiziert werden, etwa
durch C5-Epimerisierung der GlcA-Reste zu IdoA, N-Acetylierungen
sowie O- und N-Sulfonierungen. Tiefgestellte Symbole bezeichnen sul-
fatierte oder unsubstituierte Positionen (X) sowie sulfatierte, acetylierte
oder unsubstituierte Positionen (Y).

unterschiedlichen lysosomalen Sulfatasen aufgefiihrt, von
denen die meisten nach ihrer Restespezifitdt innerhalb der
GAG-Kette benannt sind. Ausnahmen bilden ARSB, Hepa-
ran-N-Sulfatase und Galactosamin-6-Sulfatase. Von der ur-
spriinglich als generische Arylsulfatase angesehenen
ARSB™! ist heute bekannt, dass sie Sulfatester spezifisch an
der 4-Position von N-Acetylgalactosamin(GalNAc)-Resten
in Dermatansulfat (DS) und Chondroitinsulfat (CS) spal-
tet.®¥ Die Heparan-N-Sulfatase (GIcNS) katalysiert die
Hydrolyse N-verkniipfter Sulfamate an Glucosaminresten in
Heparin und Heparansulfat (HS).*? GaIN6S, die ihren
Namen der Eigenschaft verdankt, GalNAcg-Reste von DS
und CS zu hydrolysieren, katalysiert auch die Hydrolyse von
Galactose-6S(Galg)-Resten in Keratansulfat (KS).5

Am Abbaustoffwechsel im Lysosom sind Sulfatasen und
Glycosidasen beteiligt, die die GAG-Strukturen sequenziell
von den nichtreduzierenden Enden her abbauen.”” In Ab-
bildung 6 sind einige Glycosaminoglycane und ihre Angriffs-
punkte fiir die Sulfatesterspaltung (Pfeile) durch lysosomale
Sulfatasen abgebildet. Die lysosomalen Sulfatasen bauen die
Glycosaminoglycane exoenzymatisch ab, was bedeutet, dass
die spezifischen Reste am nichtreduzierenden Terminus
durch eine Glycosidase exponiert werden miissen. Die Gly-
cosidasen wiederum kénnen den nidchsten Abbauschritt erst
vollziehen, wenn der nichtreduzierende Rest desulfoniert
wurde. Tabelle 5 enthélt kinetische Parameter fiir bekannte
Substrat-Sulfatase-Kombinationen.!”'~**!
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Heparansulfat (HS)

GlcN6S
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HO
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Keratansulfat (KS)
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Abbildung 6. Generische Glycosaminoglycane mit Sulfatesterspal-
tungsstellen (Pfeile). Der Einfachkeit halber sind alle Stellen markiert,
es ist aber zu beachten, dass die lysosomale Spaltung ausschlieflich
exoenzymatisch vom nichtreduzierenden Ende her erfolgt.

6.2. Extrazelluldre Sulfatasen und Signalproteine

Kiirzlich wurde eine neue Klasse von ECM-Sulfatasen
entdeckt (als Sulfs bezeichnet), die eine entscheidende Rolle
bei der Signalisierung und Embryonalentwicklung spielen.
Ihre Funktion beruht auf der Modulation von Wechselwir-
kungen zwischen Glycosaminoglycanen und Signalmolekii-
len. QSulfl war bei der Suche nach Sonic-Hedgehog(Shh)-
responsiven Genen in Wachtelembryos entdeckt worden.”!
Shh ist ein extrazellulédres Signalmolekiil, das die Entwicklung
von Stammzellen zu spezifischen Geweben und Organen
beeinflusst.” QSulfl wird durch Shh induziert, nimmt aber
nicht direkt an der Signalgebung durch Hedgehog (Hh) teil.
Es konnte jedoch nachgewiesen werden, dass es die Wingless/
Int(Wnt)-Signalgebung induziert, und man vermutet, dass es
an der Signalgebung des Fibroblasten-Wachstumsfaktors
(FGF) sowie des epidermalen Wachstumsfaktors (EGF)
beteiligt ist.[”7-%1%0]

Die extrazelluliren Wnt- und FGF-Signalmolekiile, die
eng mit der Zelldifferenzierung und der embryonalen Mus-
terbildung verkniipft sind, binden an Heparansulfatproteo-
glycane (HSPGs) in der ECM.I'""M1% Speziell wurde eine
Wechselwirkung mit den 6-O-Sulfatgruppen von GlcNAc-
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Resten ermittelt.'*1%! Als Zelloberflichenenzyme kommen
die Sulfs fiir eine Funktion bei der Modifizierung dieser
essenziellen Sulfate in der ECM infrage.”'"! Tatsichlich
korreliert eine Uberexpression von QSulfl direkt mit einem
Anstieg der Wnt-Signalgebung, und es wurde gezeigt, dass
diese Aktivitdt von der katalytischen Sulfataseaktivitit ab-
héngt. Aufgrund dieser Ergebnisse spekulierten Dhoot et al.,
dass HSPG-gebundenes Wnt nach der Spaltung des 6-O-
Sulfats durch QSulfl zur Signalgebung freigesetzt wird (Ab-
bildung 7). Diese Hypothese wurde durch Zellexpressions-

il (‘; Nl

"‘h..Sﬁg_'d

Abbildung 7. Vorgeschlagener Mechanismus der Verstirkung der Wnt-
Signalgebung durch Sulfl. In der extrazelluldren Matrix (a) bindet Wnt
(violett) an HS-Proteoglycane (blau) (an Glucosamin-6S-Reste). Sulfl
(griin) spaltet das GlcNgs-Sulfat (b), setzt dabei HS-gebundenes Wnt
frei (c) und erméglicht so die Wechselwirkung von Wnt mit den grau
dargestellten , Frizzled-Rezeptoren“. Der Bindungsprozess |6st wichtige
Signalkaskaden aus. Neuere Experimente weisen darauf hin, dass auch
HS in Form eines niedrig affinen HS-Wnt-Komplexes mit dem Rezeptor
wechselwirken kann.

studien weiter untermauert. Anhand dieser Untersuchungen
wurde fiir die Regulation der Wnt-Signalgebung durch
QSulfl ein ,,Catch and Present“-Modell vorgeschlagen,”
wonach die Desulfonierung durch QSulfl einen hoch affinen
HS-Wnt-Komplex in einen niedrig affinen HS-Wnt-Komplex
iiberfiihrt (Catch-Phase), der mit Frizzled-Rezeptoren wech-
selwirkt (Present-Phase) und so die Wnt-Signalkaskade aus-
l6st. Die Desulfonierung von HSPGs durch HSulfl beein-
flusst auch andere Signalwege, etwa die der Wachstumsfak-
toren EGF und FGE'™ Lange wurde angenommen, dass die
HS-basierte Signalisierung in erster Linie durch Sulfonierung
von HS wihrend der Biosynthese im Golgi-Apparat gesteuert
wird."") Mit den Sulfs ergibt sich ein neuer Mechanismus fiir
die dynamische Regulation der sulfonierten Liganden.
Extrazelluldre Sulfl-Orthologe aus Ratten, Méusen und
Menschen wurden identifiziert und kloniert;?*'®! ein analo-
ges Gen, Sulf2, wurden ebenfalls aus Médusen und Menschen
isoliert.”” Untersuchungen ergaben, dass HSulf1 und HSulf2
das Substrat 4AMUS zwar langsamer hydrolysieren als typische
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Sulfs, aber um mehr als eine Gréenordnung schneller sind
als Nicht-Sulfs (Tabelle 5). Die hohe Sequenziibereinstim-
mung mit lysosomaler GlcN6S und die Schliisselsignalmodu-
lation durch GlcNgs-Reste von HS lieBen den Schluss zu, dass
die Sulfs gegen diese Substrate aktiv sind. Tatsdchlich wurde
eine solche Aktivitdt beobachtet. Die Sulfs sind endoaktiv bei
neutralem pH-Wert (Tabelle 5). In biochemischen Untersu-
chungen an Menschen- und Wachtelenzymen wurde eine
funktionale Selektivitét fiir eine Untergruppe von 6-O-Sul-
fatresten in HS entdeckt (fiir das dreifach sulfatierte Motiv
IdoA,s-GlcNges und die zweifach sulfatierte GlcA-GlcNggs-
Disaccharideinheit).”*! Die IdoA,s-GlcNgs-Sequenz spielt
eine Rolle bei der Bindung von FGF und der Dimerisierung
des FGF-abhiingigen Rezeptors,'” 1 weshalb man erwarten
wiirde, dass eine Desulfonierung durch ein Sulf-Enzym diese
Prozesse negativ reguliert. Eine genauere Aufklarung dieser
Zusammenhinge steht jedoch noch aus.

Wachstumsfaktoren wie FGF und Morphogene wie Wnt
wurden mit pathophysiologischen Prozessen wie der Entste-
hung und dem Wachstum von Tumoren in Verbindung
gebracht."! Die Beteiligung dieser Faktoren an normalen
und pathogenen Prozessen wird durch die HSPGs reguliert,
die an die Molekiile binden und ihre Aktivitit modulieren.!'?
Da die Sulfs eine entscheidende Rolle bei der Regulierung
dieser Bindungsereignisse spielen, konnten sie an der Dere-
gulierung bei Krankheitszustinden wie Krebs beteiligt sein.
Dies macht sie zu Kandidaten fiir kiinftige therapeutische
Interventionen.

Es wurde gefunden, dass Sulfatasen bei der Entwicklung
von Seeigelembryos eine Rolle spielen, eine direkte Beteili-
gung an der Zellsignalisierung wurde bislang aber nicht
nachgewiesen. Drei sehr dhnliche ARS-Gene, die aus den
Seeigelspezies Hemicentrotus pulcherrimus, Strongylocentro-
tus purpuratus und Heliocidaris erythrogramma Kkloniert
wurden (Tabelle 2), sind widhrend der Embryose in einer
vom Entwicklungsstadium der Zelle abhéngigen Weise auf
den Zelloberflichen lokalisiert.''*% Thre Expression fillt
mit wichtigen Zelldifferenzierungsereignissen
men.["'*1"" Es wird vermutet, dass sulfonierte Proteoglycane
die Substrate dieser extrazelluliren Arylsulfatasen sind.!''*!
Der Seeigel dient seit langer Zeit als Modellsystem zur
Untersuchung der embryonalen Musterbildung,""”! und es
konnte sich lohnen, eine mogliche Rolle der Seeigel-Arylsul-
fatasen in der HS-basierten Signalgebung zu untersuchen.

zusam-

6.3. Steroid-Sulfatase

Der Steroidhormonspiegel wird teilweise durch die mi-
krosomale Sulfatase ARSC, allgemein bekannt als Steroid-
sulfatase (STS), moduliert.™ ARSC ist ein ubiquitir expri-
miertes membrangebundenes Protein, das primér im rauen
ER lokalisiert ist."”!! Es hat ein pH-Optimum im Neutralen
und prozessiert effizient mehrere Aryl- und Steroidsubstrate
(Tabelle 5)."%? Die stark unterschiedlichen Strukturen der
durch ARSC hydrolysierten Substrate warfen die Frage auf,
ob mehrere ARSC-Isoformen oder sogar unterschiedliche
Enzyme an der Prozessierung beteiligt sind. Mehrere Studien
deuten aber iiberzeugend darauf hin, dass nur ein einziges
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ARSC-Protein existiert, das eine Bandbreite von Steroidsul-
faten hydrolysieren kann.l”! ARSC setzt systemische Steroid-
vorstufen aus inaktiven 3-O-Sulfatkonjugaten wie Ostron-
und Dehydroepiandrosteronsulfat (2, Abbildung 4) frei, die
dann in hormongesteuerte Signalgebungsprozesse eingrei-
fen."” Eine Hochregulierung der ARSC-Aktivitit wurde mit
hormonabhidngigem  Brustkrebs in  Verbindung ge-
bracht,?*'2] bei der Erbkrankheit X-linked Ichthyose
(XLI) wurde hingegen Enzymdefizienz beobachtet.! Die
Beteiligung an Brustkrebs macht ARSC zu einem interes-
santen Target fiir niedermolekulare Therapeutika (siche
Abschnitt 8).127:1281

6.4. Sulfatasen des ER und des Golgi-Systems

Mehrere neue humane Sulfatasen wurden kiirzlich be-
schrieben, darunter die ARSD-, ARSE- und ARSF-Gene.
Diese wurden in einem Positionsklonierungsexperiment iso-
liert, das zum Ziel hatte, die fiir die kongenitale Krankheit
Chondrodysplasia Punctata (CDPX) ursdchlichen Gene zu
kartieren."”'*" Die Gene befinden sich zusammen mit
ARSC als Cluster auf dem distalen kurzen Arm des X-
Chromosoms (Xp22.3) und sind genomisch dhnlich organi-
siert, was auf ein evolutiondres Duplikationsereignis hin-
weist.31321 Eine weitere Sulfatase, ARSG, wurde kiirzlich
bei bioinformatischen Suchen identifiziert und ebenfalls
kloniert."™ Diese vier neu entdeckten Gene codieren fiir
membrangebundene Sulfatasen des ER und des Golgi-Sys-
tems mit einem pH-Optimum im Neutralen. Sie wurden
anhand ihrer zu bekannten Arylsulfatasen dhnlichen Struk-
turen in die ARS-Familie eingeordnet, wenngleich nur ARSE
und ARSF gegen aromatische Substrate aktiv sind.[3133-13]
Die natiirlichen Substrate dieser Sulfatasen sind bislang
unbekannt.

CDPX wird durch eine ARSE-Defizienz verursacht (Ta-
belle 3).13* 13 Interessanterweise wird ARSE durch Warfarin
inhibiert, den Ausloser von Warfarin-Embryopathie, deren
klinisches Erscheinungsbild dem von CDPX auffallend
dhnelt.*3 Beide Erkrankungen #ufern sich in Knochen-
und Knorpeldysplasien, was dafiir spricht, dass ARSE eine
entscheidende Rolle bei der Entwicklung dieser Gewebe
spielt.*¥") Aufgrund der subzelluliren Lokalisierung von
ARSE und der Tatsache, dass Glycosaminoglycane eine
entscheidende Funktion in der Knochen- und Knorpelent-
wicklung haben, kann spekuliert werden, dass ARSE zusam-
men mit anderen anabolischen Enzymen des Golgi-Netz-
werks an der Bildung von Glycosaminoglycanen und Zell-
oberflichen-HSPGs beteiligt ist.%14)

Ein potenzielles Substrat der ER-Sulfatasen ist Iodthyro-
ninsulfat (3, Abbildung 4). Neueren Studien zufolge konnte
die biologische Aktivitit des Thyroidhormons durch Sulfo-
nierung moduliert werden.""! Es wurde ein reversibler
Sulfonierungsweg vorgeschlagen, nach dem Sulfatase inakti-
ve sulfonierte Konjugate in aktive Thyroide umwandelt.!**14]
Der Steroidhormonregulator ARSC kann lodthyroninsulfat
hydrolysieren, aktuelle Arbeiten zeigen aber auch, dass die
Hydrolyse in erster Linie durch eine oder eventuell mehrere
Sulfatasen aus humanen Lebermikrosomen, die sich bioche-
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misch von ARSC unterscheiden, erfolgt.'>*! ARSD hat ein
dhnliches Genexpressionsmuster wie ARSC und kommt
daher ebenfalls als aktive Sulfatase fiir Iodthyroninsulfat
infrage.

6.5. Sulfatasen von Wirbellosen und niederen Eukaryoten

Nur wenige Sulfatasen von Wirbellosen sind charakteri-
siert worden. Identifiziert wurden Sulfatasen in einigen
Gastropoden und Echinodermen (unter anderem Arylsulfa-
tasen im Seeigel), es gilt aber als sehr wahrscheinlich, dass es
noch viele weitere Sulfatasen gibt und dass diese analoge
Funktionen wie in Wirbeltieren haben.**!) Beobachtun-
gen deuten dariiber hinaus auf besondere Funktionen von
Sulfatasen in Wirbellosen hin. So wurde z.B. aus Plutella
xylostella (der Kohlmotte) eine einzigartige Sulfatase isoliert.
Kohlmotten kdnnen sich von Kreuzbliitlern erndhren, indem
sie einen pflanzeneigenen Abwehrmechanismus umgehen,
der auf der Freisetzung von toxischen Isothiocyanaten, Nitri-
len und Thiocyanaten aus einer Glucosinolatsulfat(GS)-Vor-
stufe beruht (siche 4, Abbildung 4).!"? Die Resistenz geht auf
die Wirkung einer Glucosinolat-Sulfatase (GSS) zuriick, die
mehrere Glucosinolatsulfate zu harmlosen Nebenprodukten
desulfoniert. Das GSS-Gen wurde bisher in anderen Schid-
lingen noch nicht formal identifiziert, jedoch kennt man eine
GSS- und ARS-Aktivitdt in Helix pomatia, der gemeinen
Weinbergschnecke.'”*"* Ein Gen und ein Teil-Gen (HpSulfl
und HpSulf2, die keine bekannte Verbindung zu den an der
Signalgebung beteiligten Sulf-Enzymen haben) wurden kiirz-
lich aus Helix pomatia kloniert, doch keines der beiden
scheint fiir das GSS-Enzym zu codieren.'™ Als ein bei
Schidlingen moglicherweise verbreitetes Enzym wire die
GSS-Sulfatase ein potenzielles Target fiir Pestizide.

In mehreren niederen eukaryotischen Organismen wurde
Sulfataseaktivitit nachgewiesen,”* 5"l auBerdem wurden drei
Arylsulfatasen aus Pilzen"** und Algen kloniert und teilweise
charakterisiert (Tabelle 2).1%1°l Die Enzyme werden bei
einer Schwefelunterversorgung hochreguliert, und man geht
davon aus, dass sie eine Rolle bei der Bereitstellung von
Schwefel spielen. Beispielsweise ist bekannt, dass NARS und
die Cholinsulfatase (ChoS) aus dem Fadenpilz Neuroposa
crassa unter schwefelarmen Bedingungen Tyrosin-O-sulfat
und Cholin-O-sulfat hydrolysieren.['>!] Unabhingig von
der Verfiigbarkeit von Schwefel ist NARS wihrend der
Keimung 30mal aktiver, was auf eine Funktion bei der
Organismusentwicklung hindeutet.'*¥

7. Substrate und biologische Funktionen prokaryoti-
scher Sulfatasen

In vielen Bakterienarten wurden hohe ARS-, Alkylsulfa-
tase- und Glycosulfatase-Aktivititen nachgewiesen,"!
jedoch wurden nur einige wenige bakterielle Sulfatasen
kloniert und charakterisiert (Tabelle 2). Die Aufgabe dieser
Enzyme besteht typischerweise darin, Sulfatgruppen von
exogenen Substraten abzuspalten und als Schwefel- und
Kohlenstoffquellen bereitzustellen.’! Neuere Untersuchun-
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gen haben weitere Funktionen bei der Osmoprotektion und
in pathogenen Prozessen aufgedeckt.

7.1. Sulfatverwertung in Bakterien

Eine ARS-Aktivitdt wurde in mehreren Enterobakterien
nachgewiesen  (Klebsiella,™*'®  Salmonella,"**'*  Pro-
teus, 1% Pseudomonas,'®) Serrati™) sowie in aquatischen
Bakterien (Alteromonas),"” in pathogenen Bakterien (My-
cobacteria,V"""? Pseudomonas*'™), in extremophilen Bak-
terien (Plectonema)'™ und in Bodenbakterien (Comamo-
nas’ und Pseudomonas'’®). Die meisten der bakteriellen
ARS-Enzyme werden bei einer Schwefel-Unterversorgung
hochreguliert, was auf eine Funktion bei der Bereitstellung
von Schwefel hinweist.** Thre bevorzugten Substrate sind
nicht bekannt, vermutet werden sulfatierte Kohlenhydrate.
Am griindlichsten charakterisiert wurden ARS-Enzyme aus
Pseudomonas aeruginosa™™ und Klebsiella pneumoniael®
(frither als Klebsiella aerogenes und Aerobacter aerogenes
klassifiziert). Frithe Studien dieser Enzyme konzentrierten
sich auf die genetische Induktion unter schwefelarmen Be-
dingungen, und in neueren Arbeiten wurde die Beteiligung
von KARS am Sulfattransport untersucht.F*7”! Die Unter-
suchungen von PARS und KARS lieferten wertvolle mecha-
nistische und Strukturinformationen iiber die gesamte Klasse
der Sulfatasen.>?-%

Eine besondere Funktion als osmoprotektorisches Enzym
wurde bei der Cholin-O-Sulfatase (ChoS) ausgemacht, einer
gemeinhin als Sulfat-Scavenger angesehenen Alkylsulfatase,
die in erster Linie am Abbau von Cholinsulfat zu Kohlenstoff-
, Stickstoff- und Schwefelquellen beteiligt ist.!”*'8! Das bet-
Operon in dem Rhizobakterium Sinhorhizobium meliloti
codiert fiir mehrere Enzyme, die die Synthese von Glycinbe-
tain steuern, einem verbreiteten bakteriellen Osmoprotek-
tanten.™ In einem Klonierungsschema fiir dieses Operon
wurde iiberraschenderweise ein ChoS-Homologes isoliert,
was darauf hindeutet, dass das ChoS-Enzym zwei Funktionen
ausiiben konnte, ndmlich bei der Assimilierung von Néhr-
stoffen bei Bedarf und bei der Synthese von Osmolyten zum
Schutz des Wirtsorganismus.*!!

7.2. Glycosaminoglycan abbauende Sulfatasen

Schon lange ist bekannt, dass Bakterien alleine durch
Aufnahme von Glycosaminoglycanen iiberleben kénnen.”!
Friih wurde auch erkannt, dass die bakteriellen Abbau-
Stoffwechselwege zur Aufkldarung der komplexen Natur von
Glycosaminoglycanen genutzt werden konnen, sodass man
einen erheblichen Aufwand in die Charakterisierung mehre-
rer Enzyme aus Proteus vulgaris, Bacteriosides theitomicron
und Flavobacterium heparinum investiert hat (Tabelle 6). Ein
grofler Teil der Forschungen zu GAG-abbauenden Enzymen
hat sich auf bakterielle Lyasen konzentriert,*>'®1 aber auch
Sulfatasen wurden charakterisiert.”>” Generell wird der
Abbau durch mehrere spezielle Lyasen eingeleitet, die die
Glycosaminoglycane an der Hexosamin-Uronat(H-U)-Ver-
kniipfung iiber einen Eliminierungsmechanismus spalten. Es
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Tabelle 6: Am Abbau von Glycosaminoglycanen beteiligte bakterielle Sulfatasen.
Organismus GAG  Sulfatase® Reste-Spezifitit® pH-Optimum K., [um] Stelle, Typ der Spaltung Lit.
Flavobacterium heparinum HS  HS2S dU,s-GleNg 6.5 1060  nichtreduzierendes Ende, Exo  [58,186]
dUse-GlcNSqs 87
dUye-GleNAC, 515
HS3S GlcNAcss 8.0 42 Monosaccharid [186]
GIcNSse 7.5
HS6S GleNggs 7.5 1350 Monosaccharid [187]
GleNges 16
GleNAcgs 54
HSNS GleNg 7.0 8.3 Monosaccharid [189]
Flavobacterium heparinum Cs CS2s dU2S-GleNAcgs >10000 nichtreduzierendes Ende, Exo [58,192,195]
CS4S*
CS6S*
Bacteriosides thetaiotaomicron  CS CS4S dU-GlcNAc,s 7.0 191
CS6S dU-GlcNAcgs
Proteus vulgaris cs CS4s dU-GlcNAc,s reduzierendes Ende, Endo, Exo [192]
CS6S dU-GlcNAcgs reduzierendes Ende, Exo

[a] Mit einem Stern gekennzeichnete Enzyme wurden nachgewiesen, aber nicht isoliert. [b] Sulfatreste, fiir die das Enzym spezifisch ist, sind fett

gedruckt.

resultieren A4,5-U-H(dU-H)-Disaccharid-Einheiten, wobei
die stereochemische Information, die den Unterschied zwi-
schen IdoA und GIcA ausmacht, bei der Bildung der dU-
Einheit verlorengeht.!'™ AnschlieBend desulfonieren die
Sulfatasen diese Einheiten in einer vom Glycosaminoglycan
abhingigen Reihenfolge (Abbildung 8).

Bei der HS-Prozessierung miissen die Disaccharid-Ein-
heiten durch das HS2S-Enzym an der dU2S-Position desul-
foniert werden, bevor sie durch eine Hydrolase zu Monosac-
charid-Einheiten weiterverarbeitet werden kénnen.®! An-
schlieBend werden alle an den GlcN-Einheiten verbliebenen
Sulfatgruppen sequenziell durch die Monosaccharid-Sulfata-
sen HS3S, HS6S und HSNS abgespalten.'s'¥ Beim Abbau
von CS greifen CS6S und CS4S vor der Spaltung zu Mono-
saccharid-Einheiten am nichtreduzierenden Ende der
GalNAc-Reste an.™" AuBerdem wurde belegt, dass
CS6S endoenzymatische Spaltungen an groBen CS-Ketten
ausfiihren kann.["” CS enthilt ebenfalls Uronsiure-Reste mit
2-O-Sulfatgruppen (allerdings weniger als HS). Berichtet
wurde tber eine fiir Disaccharide, Trisaccharide und Tetra-
saccharide mit dU2S-Resten spezifische Sulfatase, deren
Aktivitit vom Sulfatierungsmuster unabhingig ist.[18:192-1%]
Man nimmt dementsprechend an, dass die dU2S-Reste von
HS- und CS-Substraten durch die gleichen Sulfatasen pro-
zessiert werden; tatséchlich zeigte das kiirzlich aus F hepa-
rinum klonierte FHS2S-Enzym Aktivitét fiir beide Substra-
te.P81 FHS2S spaltet bevorzugt die 2-O-Sulfatfunktion der
HS-Disaccharid-Einheit dU,g(B-1,4)Hysgs, ist jedoch auch bei
schwicherer Sulfatierung und anderen glycosidischen Ver-
kniipfungen aktiv, etwa gegen die a-1,3-Verkniipfung von CS.
Dieses Verhalten zeigt, dass das Enzym primér fiir dU,-
Reste an nichtreduzierenden Enden von GAG-Ketten spezi-
fisch ist.
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7.3. Mucin-Sulfatasen

Mucin-Sulfatasen (MdSs, mucin-desulfating sulfatases)
sind bakterielle Enzyme, die Sulfatester am Mucin-Proteo-
glycan im Gastrointestinal(GI)-Trakt spalten. Ahnlich wie die
Glycosaminoglycane enthalten Mucin-Oligosaccharide zahl-
reiche Sulfatgruppen, die die physikalischen Eigenschaften
wesentlich mitbestimmen.'™® Sulfatester wurden an den
inneren und duBeren GIcNAc-, Gal- und GalNAc-Resten in
3-, 4- oder 6-Position von Mucinen gefunden.'””’ Mucine
enthalten Blutgruppen-Antigene, darunter verschiedene
Sialyl- und Sulfosialylgruppen, von denen bekannt ist, dass
sie an bakteriellen Erkennungsprozessen und am Leukocy-
ten-Trafficking beteiligt sind.'** Eine der wichtigsten Aufga-
ben von Mucinen ist die Bildung einer schiitzenden Barriere
zwischen Endothelzellen und potenziell schidigenden Agen-
tien, z.B. im GI-Lumen angesiedelten Bakterien."™ Die
Hinweise haufen sich, dass die Mucine durch Sulfonierung
stabilisiert werden, da die Desulfonierung durch Mucin-
Sulfatasen der geschwindigkeitsbestimmende Schritt beim
bakteriellen Abbau der Mucine ist.”*! Dies konnte der Grund
dafiir sein, dass die im GI-Trakt am hé&ufigsten vorkommen-
den Mucine (Sulfomucine) erhohte Sulfatesteranteile aufwei-
sen, 2!

Mucin-Sulfatasen wurden in Stémmen von Enterobakte-
rien gefunden, die in der Lage sind, mit *S-markiertem Mucin
als einziger Kohlenstoffquelle zu wachsen (Tabelle 7).2%2%
Bislang wurden drei Enzyme aufgereinigt. Das erste, ein 30-
kDa-Protein aus dem Extrazelluldrraum einer Helicobacter-
pylori-Kultur, hat ein pH-Optimum bei 5.7 und katalysiert die
Desulfonierung von GlecNAcs und Galgg in Mucinen sowie
von Gl in Glyceroglucolipiden.”™ Ein weiteres 15-kDa-
Enzym, gereinigt aus fikalen Extrakten, hat ein pH-Optimum
bei 4.5 und spaltete ungefahr 25 % des radioaktiv markierten
Sulfats von einem humanen Dickdarm-Mucin ab.”*! Das
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Abbildung 8. Die Rolle bakterieller Sulfatasen beim Abbau von HS (a) und CS (b). Die Angriffspunkte fiir die Sulfatesterhydrolyse sind durch

Pfeile gekennzeichnet.

Tabelle 7: Bakterielle Mucin-Sulfatasen.

Organismus Wirt, Substrat® Reste-Spezifitit

Prevotella RS2 S*-Ratte,

gastrisches Mucin

Glegs, GleNAcgg

Galgs

Bacteroides S*-Mensch, Dickdarm- Glegs, Galsg
thetaiotamicron Mucin
Bacteriosides fragilis Mensch, Dickdarm-Mucin ~ Galgs
unbekannt (humane S*-Mensch, Dickdarm- Glegs
Fazes) Mucin
Helicobacter pylori S*-Mensch, gastrisches Glegs, GlcNAcgs,

Mucin Galg
P. aeruginosa, S*-Mensch, Dickdarm-
Burkholderia cepacia Mucin
Streptococcus mitis, S*-Mensch, Dickdarm-
S. mutants, Mucin
S. salivarius
Ruminococcus torques, Galgs-(b1,4)-glucitol Galgs

Biofidobacterium VII1-
210
E. coli S*-Mensch, Dickdarm-

Mucin

pH-Opti- subzelluldre Infektion Lit.
mum Lokalisierung®!
7.4 Periplasma [60,207-209]
7.0 Cytoplasma
5.0 extrazellular [202,206]
7.0 [208,209]
4.5 extrazellular Ulcerative colitus [206,210,211]
5.7 extrazellular Peptic ulcer, Magen- [205,212]
krebs
7.0 nekrotisierende Pneu-  [57]
monie
extrazellular Dentalplaque [203]
5.0 extrazellular [204]
[57]

[a] S* =radioaktives **S-Isotop zur Markierung von Mucin. [b] Die extrazelluldre Lokalisierung wurde aufgrund von enzymatischer Aktivitit in

Uberstanden der Kultur und/oder von Fizes angenommen.

dritte, aus Prevotella RS2 isolierte Enzym, ist ein periplas-
matisches 58-kDa-Enzym mit einem pH-Optimum bei 7.0. Es
spaltete 33% des radioaktiv markierten Sulfats von einem
humanen Dickdarm-Mucin.”” Dieses Enzym wurde kiirzlich
kloniert und als Exoenzym mit einer Spezifitit fiir GIcNAcgs-
Reste charakterisiert.[2%]

Mit Rohzellextrakten von Prevotellova konnten 79 % des
radioaktiv markierten Sulfats von einem Mucinsubstrat ab-
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gespalten werden, was dafiir spricht, dass noch eine weitere
Mucin-Sulfatase in diesem Organismus vorkommen
konnte.””! Moglicherweise enthilt Prevotella RS2 eine wei-
tere, fiir Galg spezifische Mucin-Sulfatase, da Lysate aus
Zellen, die auf Dickdarm-Mucin gewachsen waren, sowohl
Aktivitit fiir Gle- als auch fiir Galgg-Substrate zeigte.”®! In
teilweise gereinigten Extrakten aus Bacteriodes fragilis
wurden ebenfalls zwei separate Mucin-Sulfatasen gefunden,
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die Galy- und Galg-Substrate desulfonieren.?”2®! Andere
sulfatierte Kohlenhydrate des GI-Traktes (z.B. Glycosami-
noglycane und Sialylsubstrate) haben bestimmte Zuckerreste
mit Mucinen gemeinsam. Die Mechanismen, mit denen
Mucin-Sulfatasen zwischen diesen Substraten unterscheidet,
miissen noch aufgeklirt werden [

7.4. Bakterielle Sulfatasen und Pathogenitdt

Die Hinweise hdufen sich, dass Mucin-Sulfatasen an
zahlreichen klinischen Erkrankungen beteiligt sind, z.B. an
Darmentziindungen.”™ Bei Patienten mit Colitis ulcerosa
(UC) wurden erhohte Mucinsulfatasespiegel in Fikalextrak-
ten festgestellt.?’*?'l In Einklang damit ist eine andere
Studie, nach der bei UC-Patienten ein verstirkter Mucinab-
bau mit einer verstirkten MdS-Aktivitit korreliert.”'”) Des
Weiteren wurden in Magenbiopsien von mit H. pylori infi-
zierten Patienten niedrigere Sulfomucinspiegel festge-
stellt.!? Man geht davon aus, dass der erhohte Mucinabbau
durch Mucin-Sulfatasen die Schwere eines Krankheitsbildes
entscheidend beeinflusst.?”!! Weiterhin spielen Mucin-Sulfa-
tasen vermutlich eine Rolle bei der Invasion der opportunis-
tischen Pathogene P. aeroginosa und Burkholderia cepacia in
Lungengewebe, besonders bei Patienten mit beeintrachtigter
Mucin-Clearance, wie sie bei einer zystischen Fibrose (CF)
typisch ist.*7-213]

Es wird angenommen, dass diesen Sulfatasen zusétzlich zu
ihrer Funktion bei der Aufbereitung von Schwefelquellen
eine wichtige Aufgabe bei der Exposition von Adhésionszen-
tren zukommt. P. aeurginosa z.B. setzt wahrscheinlich Mucin-
Sulfatasen zur Entfernung der Sulfatgruppen ein, die die
essenziellen Bindungsmotive fiir Mucin, Gal($-1,3)GIcNAc
und Gal(B-1,4)GlcNAc, abschirmen.P”2#25] Sylfomucin in-
hibiert die Bindung von H. pylori an dessen normale Adhi-
sionselemente (Galactosphingolipid-3S), was darauf hinweist,
dass die Desulfonierung von Mucinen eine entscheidende
Rolle bei der Einleitung einer pathogenen Invasion spielen
konnte.'® Diese Annahme wird durch den Befund gestiitzt,
dass zwei gebrduchliche antiulcerative Wirkstoffe gegen
Infektion mit H. pylori, Nitecapon und Sulcrasulfat, die
Desulfonierungsaktivitit von Mucin-Sulfatasen signifikant
herabsetzen.*>'?]

Fine Umlagerung der Sulfatstruktur wurde auch als
Ursache fiir die Pathogenitidt bestimmter Stamme von My-
cobacterium vorgeschlagen. In bioinformatischen Studien
wurde gefunden, dass die in diesen Organismen ubiquitéren
Sulfatasesequenzen fiir Enzyme codieren konnten, die Gly-
cosaminoglycane so modifizieren, dass die fiir eine Infektion
essenziellen Bindungsstellen entstehen.”” Durch eine solche
Adaption wiirden pathogene Bakterien einen Vorteil gewin-
nen, und bemerkenswerterweise ergibt eine Suche in der
Datenbank Entrez,”"”! dass viele Pathogene mutmafliche
Sulfatasegene aufweisen, etwa Yersinia pestis (Drisen- und
Lungenpest),?'® Salmonella enterica (Typhus),***! Enterococ-
cus faecalis (vancomycinresistentes Pathogen),?™ Bacillus
anthracis (Milzbrand, potenzielle biologische Waffe)”!! und
Streptococcus agalactiae (Hauptverursacher von Blutvergif-
tungen, Pneumonie und Meningitis bei Neugeborenen).??
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Ein in E. coli K1, einem Verursacher von Meningitis, gefun-
denes mutmaBliches Sulfatase-Gen ist interessanterweise mit
ausschlaggebend fiir die Fihigkeit der Bakterien, die Rii-
ckenmarksfliissigkeit zu kolonisieren.’” Hierin zeigt sich
eine weitere faszinierende Verkniipfung zwischen bakteriel-
len Sulfatasen und Pathogenitét. Je mehr solcher Querver-
bindungen aufgedeckt werden, desto wahrscheinlicher wird
es, dass diese Enzyme als Targets fiir therapeutische Ansitze
infrage kommen.

8. Inhibition von Sulfatasen

Ein GroBteil der Studien zur Inhibition von Sulfatasen
konzentrierte sich auf die Blockierung der Aktivitidt der
Ostronsulfatase (ARSC); ARSC setzt aus einem inaktiven
Sulfatkonjugat wie Ostronsulfat (E1S) oder Dehydroepian-
drosteron (DHEAS) ein aktives Steroidhormon frei. Eine
gesteigerte Freisetzung von E1 und DHEA wurde mit der
Entwicklung von Brusttumoren in Verbindung gebracht. Eine
Hochregulierung von ARSC konnte man bei unterschiedli-
chen Krebsarten beobachten. Daraus folgt, dass steroidale
Sulfatase-Inhibitoren potenzielle Therapeutika fiir diese hor-
monabhingigen Krebsarten sind. Insbesondere die auf die
Inhibition von ARSC abzielende Behandlung von Brustkrebs
mit niedermolekularen Therapeutika ist in den vergangenen
Jahren intensiv erforscht worden."

Seit erkannt wurde, dass 2-(Hydroxyphenyl)indole das
Wachstum von Brusttumoren inhibieren,”*?*! wurden Sul-
fatderivate des 2-Phenylindols auf ihr Potenzial als Inhibito-
ren fiir Steroid-Sulfatasen untersucht.”*! Aus einer kombi-
natorischen Synthese (Schema 4) resultierte Verbindung 5 als
der wirksamste Inhibitor mit einem ICs-Wert von 120 pM.
Die Inhibitoren wurden durch Bestimmung des hydrolysier-
ten Anteils an 6,7-[’H]Ostronsulfat im Fliissigszintillations-
zihler getestet. In einer neueren Untersuchung wurde ein
Derivat mit einem Sulfamyloxysubstituenten gefunden, das
ARSC mit einem ICs,-Wert von 200 nMm inhibiert. Das Anti-
ostrogen Tamoxifen und verwandte Metaboliten®™”! sowie
Daidzein-Sulfokonjugate®®! und Danazol®* > erwiesen sich
ebenfalls als Inhibitoren von ARSC.

Br
@) R®
1
NH, RS ; R?
g pe
‘Y
- . R
R? 2) N?NHz R? N\
R! 3) R>I R® R®

N
/)
5

Schema 4. Kombinatorische Synthese von 2-(Hydroxyphenyl)indol-
Inhibitoren.
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Ostron-3-phosphonate und Thiophosphonate wurden auf
ihre Wirkung als Inhibitoren von Steroid-Sulfatasen getes-
tet.?*1-22 Der beste Inhibitor war das Methylthiophosphonat
6 (E1-3-MTP, Abbildung 9) mit einem ICs;-Wert von unter

fo) o]
/CKS% /(:VLS:E&
(6]
H
s 0

6 7

HO(H,C)SPO

(CHZ),,CH,

OPO.~
8

Abbildung 9. Steroide und nichtsteroide Phosphonat- und Phosphat-
inhibitoren von ARSC.

100 nM. Durch selektiven Verdau des Sp-Stereoisomers mit
Schlangengift-Phosphodiesterase wurde das reine Rp-Diaste-
reomer erhalten. Dieses war weniger aktiv als das urspriing-
liche Gemisch, was darauf hinweist, dass das Sp-Isomer das
wirksamere Isomer ist. Allgemein wurde gefunden, dass
Hydrophobie, Basizitédt, Grée und Ladung die Wirkung der
Phosphonatinhibitoren beeinflussen. Fiir Dehydroepian-
drosteronphosphat (7) wurde ein ICs-Wert von 140 nm bei
pH 6.0 ermittelt. Es hat eine hohere Aktivitdt als das ent-
sprechende Sulfatanalogon, ist aber gegen enzymatische
Hydrolyse inert.* In einer Untersuchung nichtsteroider
Phosphatester bestidtigte sich, dass die Hydrophobie ein
wichtiger Parameter fiir die Aktivitdt des Inhibitors ist. Fiir
n-Lauroyltyraminphosphat (8) wurde ein K;-Wert von 520 nm
bei pH 7.0 ermittelt.

Als weitere Klasse potenzieller Inhibitoren von ARSC
wurden in 170- und 17p-Stellung alkylierte oder benzylierte
Ostradiole getestet.”* Man fand heraus, dass die Einfiihrung
von Alkyl- und substituierten Benzylgruppen an diesen
Positionen die Aktivitidt erhoht. Der wirksamste Inhibitor,
9, war mit einer 3’-Brombenzylgruppe substituiert und hatte
einen ICs-Wert von 24 nm (Abbildung 10). Wie anhand des
1C5-Wertes des Inhibitors 10 von 150 nm zu erkennen ist,
erhoht die Einfilhrung einer Sulfamatgruppe weiter die
Aktivitit.?” >8] Auch der Einfluss langer Alkylketten auf
die Aktivitit von Ostradiol wurde untersucht. Die Wirksam-
keit steigt mit zunehmender Kettenldnge bis hin zum Octyl-
substituenten (ICso=440nMm).”* In einer spiteren Arbeit
ergab sich fiir das 4'-Benzyloxybenzolderivat 11 ein ICs,-Wert
von 22 nMm. Weiterhin wurden benzylsubstituierte Analoga
von Androstan und Pregnan synthetisiert und analysiert.**"!
In einer jiingeren Studie wurde iiber die Synthese von 17a-
substituierten Ostradiolsulfamaten in einer kombinatorischen
Split-Pool-Synthese an fester Phase berichtet.”**! Wie in
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Abbildung 10. Benzylierte Ostradiolinhibitoren.

Schema 5 dargestellt ist, wurde zum Aufbau der Kernstruktur
der Bibliothek eine Piperazingruppe an das Steroid gekup-
pelt. AnschlieBend wurde durch Zugabe einer Aminosédure
und einer Carbonsédure acyliert. Die Verbindung mit den
meisten hydrophoben Gruppen, 12, erwies sich erneut als der
beste Inhibitor.

OH

s, 1) Kupplung

h{:} 2) Entschiitzung
NH R

H O 3) Kupplung
QN-%-O 4) Entschiitzung

o 5) Spaltung

OH
o

HgN—S &)

ey

Schema 5. In 17a-Stellung substituierte Ostradiolsulfamatinhibitoren.

Durch Einfithrung einer Sulfamatgruppe an Ostron wurde
der hoch wirksame, irreversible Inhibitor EMATE (13,
Abbildung 11) erhalten, der ARSC mit einem ICs,-Wert
von 80nM irreversibel inhibiert.”***?! Das verbriickende
Sauerstoffatom zur Sulfamatgruppe erwies sich als essenziell
fiir die Aktivitit, da die entsprechenden Thiophosphonat-, N-
Sulfamat- und S-Sulfamat-Analoga allesamt wenig effektiv
inhibierten.”*! Auch die N-Alkylierung der Sulfonamidgrup-
pe ergab schwichere, reversible Inhibitoren. Nachdem sich
zeigte, dass EMATE ein Rezeptoragonist von Ostrogen ist,
verlagerten sich die Forschungen hin zu nichtsteroiden Inhi-
bitoren.” In Studien mit Cumarinsulfamaten wurde der
wirksame nichtostrogene irreversible ARSC-Inhibitor COU-
MATE (14, IC5,= 380 nm) entdeckt.’*! Durch Modifikatio-
nen wurde das noch stdarker hydrophobe tricyclische Cuma-
rinsulfamat 15 erzeugt, das einen ICs,-Wert von 8 nm hat.?*!
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Abbildung 11. EMATE (13), COUMATE (14) und nichtsteroide
Sulfamatinhibitoren.

Weitere Studien konzentrierten sich auf Sulfamatderivate des
Tetrahydronaphthalins, der Indanone und der Tetralone.”*”
Modifikationen an einem Aromatase-Inhibitor, darunter die
Einfithrung von Sulfamatgruppen, fithrten zur Entwicklung
dualer  Ostrogensulfatase/Aromatase-Inhibitoren.”*!  Die
besten Inhibitoren waren 16 (ICs,(STS)=2.3 nM, ICsy(Aro-
matase) =20 nM) und 17 (ICs(STS) =0.82 nm, ICsy(Aroma-
tase) =39 nM, Abbildung 11).

Weitere nichtsteroide Ostronsulfataseinhibitoren sind
Chromen-4-on-sulfamate. Wie die gute Inhibitorwirkung
von  2-(1-Adamantyl)-4H-thiochromen-4-on-6-O-sulfamat
(18, ICs, =340 pm, Abbildung 11) belegt, sind Molekiile mit
hochverzweigten aliphatischen Substituenten am aktivs-
ten.”?% Es wurden auch Benzophenonsulfamate herge-
stellt, unter anderem 4,4'-Benzophenon-O,0’-disulfamat (19,
Abbildung 11) mit einem ICs,-Wert von 190 nm.*!! SchlieB-
lich wurden Thiosemicarbazon-Derivate von Madurahydro-
xyaceton untersucht, einem Sekundédrmetaboliten aus dem
Bodenbakterium Nonomuria rubra.” Die wirksamste Ver-
bindung war das Cyclohexylthiosemicarbazon 20 (Schema 6),
das einen K; von 350 nMm aufweist. Dieser Inhibitor wirkt in
einer nichtkompetitiven Weise und hat eine geringe akute
Toxizitit.

Fine alternativer Ansatz zur Auffindung von ARSC-
Inhibitoren beruht darauf, mithilfe von Modellierungsstudien
und Struktur-Aktivitiats-Beziehungen genauere Informatio-
nen zur Wirkungsweise des aktiven Zentrums und zu den
Ubergangszustinden zu erhalten.” Eine Untersuchung wies
darauf hin, dass eine C(3)-Sulfonatgruppe fiir eine starke
Bindung notwendig ist, eine polare C(17)-Gruppe hingegen
verzichtbar wire.” Anhand einer Analyse von Phenolsulf-
amaten mit unterschiedlichen Substituenten konnte die Ba-
sizitdit der Phenoxid-Abgangsgruppe mit der Inhibitorwir-
kung korreliert werden.P®»>2*l Die effektivste Inhibition
wurde bei einem pK,-Wert der phenolischen Abgangsgruppe
von 8§ beobachtet. In einer dhnlichen Untersuchung an einer
Serie von 4-Sulfamat-substituierten Phenylalkylketonen
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Schema 6. Thiosemicarbazoninhibitoren.

betrug der beste IC5-Wert 3.4 um (Substitution durch Octyl-
gruppen).®’! Struktur-Aktivitits-Beziehungen bei Phenylke-
tonen™*?l yund Biphenylsulfamaten®'?? bestitigen die
Bedeutung der Hydrophobie fiir die Aktivitét.

Ein GroBteil der Arbeiten zur Inhibition von Sulfatasen
konzentrierte sich auf ARSC, wegen dessen Beteiligung an
hormonabhingigen Krebsarten. Mehrere wirksame Inhibito-
ren mit unterschiedlichen hydrophoben Grundgeriisten
wurden entwickelt. Zwar héngt die Substratbindung auch
von der Geruststruktur ab, die entscheidende Funktion, die
zur irreversiblen Inhibition des Enzyms fiihrt, ist aber die
Sulfamatgruppe. Fiir den Mechanismus der Affinitdtsmarkie-
rungen wurden mehrere Theorien aufgestellt, das genaue
Dead-End-Produkt ist bislang jedoch unbekannt.”*2%! Es
wire wichtig, die exakte Stelle der Affinitdtsmarkierung zu
ermitteln, da sich hieraus sichere Informationen zum Mecha-
nismus der Sulfatesterhydrolyse ableiten lieBen.

Die Inhibition anderer Sulfatasen als ARSC durch Sulf-
amatinhibitoren muss ebenfalls noch untersucht werden.
Aufgrund des konservierten Mechanismus und der generellen
Prozessierung kleiner Arylsubstrate ldsst sich spekulieren,
dass ein Phenylsulfamat-Pharmokophor ein allgemeiner Sul-
fataseinhibitor der Wahl sein konnte. Eine weitaus schwieri-
gere Aufgabe betrifft das Design spezifischer Inhibitoren.
Diese wiren von grofler Bedeutung, da therapeutische Tar-
gets auch bei Aufrechterhaltung essenzieller Sulfataseaktivi-
tdt, z.B. des lysosomalen Katabolismus (siche Tabelle 5),
selektiv ausschaltbar wiren. Die Entwicklung spezifischer
Inhibitoren ist ein plausibles Forschungsziel. Beispielsweise
inhibiert Warfarin die Sulfatase ARSE selektiv, ohne dabei
andere Arylsulfatasen im ER zu beeinflussen.!'*! Cokris-
tallstrukturen von Sulfatase-Substrat- und Sulfatase-Inhibi-
tor-Komplexen konnten entscheidende Informationen tiber
die Substratbindungsregionen innerhalb der Sulfatasestruk-
tur liefern und neue Wege zur Optimierung der Inhibitorspe-
zifitdt aufzeigen.
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9. Anwendungen in der Synthese
9.1. Sulfatasen in der Sequenzierung von Glucosaminoglycanen

Sulfatierte Oligosaccharide finden wegen ihrer Beteili-
gung an zahlreichen biologischen Prozessen zunehmend an
Interesse.!'* 20204 Besonders Heparansulfat fungiert als Ver-
mittler bei vielen biologischen Vorgidngen, etwa bei der
Embryogenese und der Zellsignalisierung,****! bei Entziin-
dunsprozessen,?*2"  Koagulation,?2!  Angiogenese,*""!
Krebsmetastasierung™!! und bei mikrobieller und viraler
Adhirenz und Invasion.?”'” Angesicht einer immer linger
werdenden Liste zu untersuchender Wechselwirkungen ist die
Entwicklung einer analytischen Methode zur Bestimmung
der Struktur komplexer Oligosaccharide ein priméres Ziel
geworden."*?"! Die Sequenzierung komplexer Oligosaccha-
ride ist keinesfalls eine triviale Aufgabe, beispielsweise
enthilt Heparansulfat infolge variabler glycosidischer Ver-
kniipfung, Epimerisierung und Sulfonierung 32 unterschied-
liche Disaccharid-Einheiten (Abbildung 5). Diese strukturel-
le Diversitdt macht Heparansulfat zu einem der Biomolekiile
mit der hochsten Informationsdichte. Zum Vergleich sind die
DNA aus nur vier und Proteine aus zwanzig unterschiedli-
chen Einheiten aufgebaut. Dariiber hinaus sind Heparansul-
fat- und Glycosaminoglycan-Sequenzen anders als DNA und
Proteine nicht replizierbar, sodass es notwendig ist, Proben
im Submilligramm-Bereich quantifizieren zu konnen.
SchlieBlich bereitet der hochgradig anionische Charakter
dieser Molekiile groBe Schwierigkeiten bei ihrer Aufreini-
gung. Es ist zunehmend klar geworden, dass spezifische
Epitope der Heparansulfat-Sequenz gewebespezifisch er-
zeugt werden und selektiv mit bestimmten Proteinen wie
Wachstumsfaktoren, Cytokinen, Rezeptorproteinen und En-
zymen wechselwirken.'*?®! Dementsprechend wurden viele
Sequenzierungsstrategien fiir Heparansulfat entwickelt, um
diese Wechselwirkungen zu charakterisieren.?”*>"

Mehrere Methoden auf der Basis von Sulfatasen wurden
zur Entschliisselung der Heparansulfat-Sequenzen erarbeitet.
Zwei neuere Techniken, die integrale Sequenzierung von
Glycan (IGS)**! und PEN-MALDI-MS (property-encoded
nomenclature matrix assisted laser desorption),””! haben sich
bei der schnellen Bestimmung von Heparansulfatstrukturen
mit kleinen Probenmengen bewéhrt. Die IGS-Methode um-
fasst eine Fluoreszenzmarkierung des reduzierenden Endes
der HS-Kette mit anschlieBenden iterativen chemischen und
enzymatischen Abbauschritten, die durch Gelelektrophorese
analysiert werden (Abbildung 12). Nach der Markierung wird
das Oligosaccharid durch salpetrige Sdure an GlcN-(a-1,4)-
H-Resten gespalten, wodurch mehrere Fragmente unter-
schiedlicher Grofle entstehen. Diese werden mit einer Serie
von Exoenzymen, die Monosaccharid-Einheiten (Glycosi-
dasen) oder Sulfatgruppen (lysosomale Sulfatasen) abspalten,
schrittweise vom nichtreduzierenden Ende abgebaut.
Anhand des Elektrophoresemusters kann die urspriingliche
HS-Sequenz rekonstruiert werden. Ahnliche Methoden ver-
wenden Hochdruck-Flissigkeitschromatographie (HPLC)
und Kapillarelektrophorese (CE) zur Analyse der Fragmente.
Berichtet wurde auch iiber die Markierung von Heparansul-
fat aus In-vivo-Proben %252
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FEinen etwas anderen Ansatz verfolgt die Methode PEN-
MALDI-MS.?”! Zu den bei dieser Prozedur verwendeten
Enzymen zihlen eukaryotische Exoglycosidasen und Sulfa-
tasen sowie bakterielle Lyasen, Hydrolasen und Sulfatasen
aus F heparinum. Der Prozess beginnt mit einer massen-
spektrometrischen Analyse, aus der eine Liste aller mogli-
chen HS-Sequenzen generiert wird. AnschlieBend werden
durch iterative Anwendung chemischer und enzymatischer
Reagentien nicht infrage kommende Sequenzen ausgeschlos-
sen. Die Leistungsfihigkeit dieser Methoden wurde in meh-
reren Studien demonstriert, unter anderem bei der Aufklai-
rung der Wechselwirkungen zwischen HS und FGF,?78:283.284]
Antithrombin IIT (AT-TIT)**?7 yund dem Herpes-Simplex-
Virus.?™ Die Sequenzierungsmethoden lassen sich fiir Ana-
lysen anderer Glycosaminoglycane modifizieren. Mehrere
dhnliche Techniken wurden zur Analyse von Chondroitinsul-
fat und Dermatansulfat entwickelt,?*>! und es ist anzuneh-
men, dass die weitere Charakterisierung von Mucin abbau-
enden Enzymen und Mucin-Sulfatasen bei der Sequenzierung
biologisch relevanter Sulfomucinsequenzen hilfreich sein
wird.

9.2. Sulfatasen in der Synthese

Aus den Ergebnissen der Sequenzierungsexperimente
wurden mehrere entscheidende Bindungsmotive von Hepa-
ransulfaten abgeleitet. Auch gibt es eine Vielzahl ausfiihrlich
beschriebener sulfonierter Kohlenhydratstrukturen, z.B.
sLe*-6S, die biologisch interessant sind.”*'! Oft ist es wiin-
schenswert, die biologische Aktivitét solcher Molekiile durch
kombinatorische Synthese und die Aufstellung von Struktur-
Aktivitits-Beziehungen zu erforschen. Ein anderer, ebenfalls
haufig verwendeter Ansatz ist die gezielte Synthese analoger
Strukturen als potenzielle therapeutische Wirkstoffe. Die
schwierigste Stufe bei solchen Studien ist in der Regel die
Synthese der Oligosaccharid-Bibliotheken,***! und oft wird
versucht, Enzyme einzusetzen. ! Sulfatasen konnen in
mehrfacher Hinsicht Anwendung bei der chemischen Syn-
these sulfathaltiger Oligosaccharide finden.

Wie bei vielen Prozessen in der Kohlenhydratchemie
verlangt auch die regioselektive Sulfonierung von Sacchari-
den oft komplizierte Schutzgruppenoperationen. Einige Me-
thoden zur regioselektiven Sulfonierung wurden bereits be-
schrieben,®!?I kiirzlich konnte aber gezeigt werden, dass
die Verwendung von Sulfatasen eine effiziente Alternative
bietet. Uzawa et al. synthetisierten para-Nitrophenol-Galac-
tosederivate mit mehreren Sulfatgruppen, die anschliefend
mit kommerziell erhiltlichen Sulfatasen aus Mollusken en-
zymatisch desulfoniert wurden.?"*l Durch Untersuchung
diverser Enzyme wurden Bedingungen ermittelt, die den
selektiven Aufbau unterschiedlicher Sulfatierungsmuster er-
moglichen. Auf diese Weise wurde ein einfacher Zugang zu
einer Bibliothek aus sulfatierten Monosacchariden erhalten.
Diese konnten anschlieBend in Glycosyldonoren iiberfiihrt
werden, mit denen der Aufbau komplexerer sulfatierter
Oligosaccharide gelang (Schema 7).2%

Mit der Entdeckung der Sulf-Enzyme ergaben sich wei-
tere Moglichkeiten fiir die Verwendung von Sulfatasen in der
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Saccharids

Sequenz: |[doAszs-GleNSgs-ldoA-GIcNACss-GleAzs-GICNS
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Abbildung 12. Die integrale Glycan-Sequenzierungs(IGS)-Strategie zur Decodierung von Heparansulfat-Sequenzen. Isolierte HS-Saccharide kénnen
durch eine Kombination chemischer und enzymatischer Schritte mit nachfolgender elektrophoretischer Trennung der Produkte schnell sequenziert
werden. Dieses schematische Beispiel zeigt die Entschliisselung einer einfachen Hexasaccharidsequenz (oben). Das Saccharid wird an seinem re-
duzierenden Ende mit einem Fluoreszenzmarker versehen (Schritt 1). Durch partielle chemische Spaltung an GlcN-Resten mit salpetriger Siure
entstehen die Fragmente A, B und C, die sich jeweils durch eine Disaccharideinheit unterscheiden (Schritt 2). In den Schritten 3-10 werden spezi-
fische Sulfatgruppen oder Monosaccharidreste vom nichtreduzierenden Ende von A, B und C durch spezifische Exosulfatasen (mit einem Stern ge-
kennzeichnet) und Exoglycosidasen entfernt. Eingesetzt wurden die lysosomalen Sulfatasen 1doA2S (Schritt 3), GIcN6S (Schritt 6), GlcA2S

(Schritt 8) und GIcNS (Schritte 5 und 10) und die entsprechenden Glycosidasen. Die Trennung der enzymatischen Produkte auf einem Polyacryl-
amid-Gel hoher Dichte fiithrt zu fluoreszenten Bandenmustern, die fiir die Saccharidsequenz charakteristisch sind.
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Schema 7. Verwendung von Sulfatasen zum Aufbau unterschiedlicher Sulfatierungsmuster an
Monosacchariddonoren. Nach erschépfender Sulfonierung durch chemische und/oder enzyma-
tische Synthese (a) ldsst sich durch Einwirkung einer einzelnen Sulfatase oder durch Kombina-
tion mehrerer Sulfatasen das gewiinschte Sulfatierungsmuster erzeugen. Angewendet wurden
eine 4-O-Sulfatase aus der Ohrschnecke (b), eine 2-O-Sulfatase aus der Napfschnecke (c) und
eine 3-O-Sulfatase aus der Schnecke (d).
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Synthese. Die meisten der bis dahin
bekannten GAG-spezifischen Sulfata-
sen sind streng exospezifisch, was fiir
Anwendungen in der Sequenzierung
und in der Synthese sulfatierter Mono-
sacchariddonoren genutzt wurde. Dem-
gegeniiber sind die Sulf-Enzyme rein
endospezifisch.”? Die Fihigkeit, Sulfat-
ester innerhalb von Glycosaminoglycan-
Ketten regiospezifisch zu spalten, kann
zur Erzeugung von Diversitit in Biblio-
theken oder zur gezielten Synthese von
Oligosaccharid-Epitopen genutzt
werden.?”! Beispielsweise wurde kiirz-
lich ein Gel-Shift-Assay verwendet, um
die Bindung von Proteinen an Heparan-
sulfat-Targets zu quantifizieren, wobei
Sulfatgruppen enzymatisch an ein un-
substituiertes Oligosaccharid-Riickgrat
gekuppelt wurden.F” Eine komplemen-
tire Sequenz konnte mit spezifischen
Sulfatasen erzeugt werden, indem man
mit einem bekannten Liganden und
einem Heparansulfat-Target beginnt
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und systematisch die Sulfatreste abspaltet. Speziell das
Wechselspiel zwischen Wnt, HS und Sulfl bietet sich fiir
Untersuchungen durch einen Gel-Shift-Assay an. Durch
Abspaltung von Sulfatestergruppen konnte sich hierdurch
belegen lassen, dass Sulfl die Bindungsaffinitdt von Hepa-
ransulfat fir Wnt moduliert (Abbildung 7).”! Die Entde-
ckung und Entwicklung neuer spezifischer Sulfatasen wiirde
die analytischen Moglichkeiten sicher stark erweitern; vor-
stellbar wire ein Sortiment an Enzymen, einschlielich
Sulfatasen und Sulfotransferasen, das sich zur dynamischen
Modulierung von sulfatierten HS-Oligosaccharid-Strukturen
einsetzen l&sst.

Uber weitere Anwendungen von Sulfatasen wurde be-
richtet. Ein chemoenzymatischer Ansatz wurde aus der
Wirkungsweise der Sulfatasen im Organimus abgeleitet. Ein
von Bristol-Myers Squibb patentiertes Verfahren verwendet
einen tumorspezifischen sulfatasekonjugierten Antikorper
und ein sulfatiertes Prodrug zum gewebespezifischen Wirk-
stofftransport.?* Bei diesem Prozess wird das aktive Thera-
peutikum ausschlieBlich in der Umgebung der zu behandeln-
den Tumorzelle freigesetzt, wodurch die unspezifische Akti-
vitdt gemindert wird. Die Glucosinolat-Sulfatasen aus der
Kohlmotte und der Schnecke H. pomatia wurden zur Analyse
und Klassifizierung von Glucosinolaten (4, Abbildung 4) aus
zahlreichen Pflanzen eingesetzt.'*? Extrakte aus H. pomatia
wurden in vielen weiteren analytischen Anwendungen ge-
nutzt, angefangen bei der Untersuchung organischer Boden-
materie®™! bis hin zur Identifizierung von Steroiden und
psychotropen Substanzen in Urin- und Haarproben %37
Weitere Anwendungen prokaryotischer Sulfatasen finden
sich in der biologischen Sanierung von Alkylsulfatabfil-

1len 83931 ynd der Deracemisierung sekundirer Alkylsulfa-
te [41-43]

10. Zusammenfassung und Ausblick

Ziel dieses Aufsatzes war es, die Teilbereiche der Sulfa-
taseforschung zusammenfassend vorzustellen. Sulfatasen sind
in mehrerlei Hinsicht interessant, und ihr Anwendungsbe-
reich erweitert sich zusehends. Was die katalytische Wirkung
betrifft, sind die Sulfatasen mit einem Schliisselaldehyd im
aktiven Zentrum ausgestattet, der ihnen die charakteristische
Eigenschaft verleiht, Sulfatester zu hydrolysieren. Der post-
translationale Aufbau dieses Restes — der bei multipler
Sulfatasedefizienz fehlt, was von grof3er klinischer Bedeutung
ist — bedarf weiterer mechanistischer Untersuchungen. Be-
ziiglich ihrer Strukturen lassen die Sulfatasen sehr dhnliche
dreidimensionale Faltungsmuster und eine &hnliche Geome-
trie des katalytischen Spaltes erkennen, was ihre funktionale
Konservierung von Prokaryoten hin zu Eukaryoten unter-
streicht. Dieses mechanistisch konservierte Verhalten ist in
Anbetracht der vielfiltigen Substrate von Sulfatasen und
ihrer unterschiedlichen pH-Optima beachtlich. Wenig be-
kannt ist bislang iiber den katalytischen Ubergangszustand
und die Grundlagen der Substratspezifitidt. Genauere Infor-
mationen hierzu wiirden ohne Zweifel die Entwicklung
wirksamer spezifischer Inhibitoren fiir Sulfatasen erleichtern.
Biologisch gesehen spielen Sulfatasen bei einer Vielzahl von
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Prozessen eine wichtige Rolle, wobei es mit der Entdeckung
neuer Sulfatasen und der Aufklirung neuer biologischer
Funktionen immer offensichtlicher wird, dass in diesem
Bereich noch sehr viel Forschungsarbeit investiert werden
muss. Einer der interessantesten neuen Aspekte ist die
Anwendung von Sulfatasen zum Aufbau spezifischer Sulfo-
nierungsmuster an Heparansulfat-Ketten, die eine entschei-
dende Steuerungsfunktionen bei Signalisierungs- und mole-
kularen Erkennungsprozessen ausiiben. Studien zu Heparan-
sulfaten gestalten sich als experimentell sehr anspruchsvoll,
und die Verwendung von Sulfatasen in HS-Sequenzierungs-
versuchen hat sich als duflerst vielversprechend erwiesen.
Sulfatasen konnten sich auch als niitzliche Reagentien bei
Synthesen im biologischen und therapeutischen Umfeld
etablieren.

Man kennt eine Vielzahl von biologischen Wechselwir-
kungen, an denen Sulfatgruppen beteiligt sind. Beispiele
umfassen: 1) die Beteiligung von Heparansulfat und anderen
sulfatierten Glycosaminoglycanen an Signalgebungsprozes-
sen sowie bakteriellen und viralen Infektionen, 2) die Rolle
von Protein-Tyrosin-O-sulfat bei der Aktivitdt von Peptid-
hormonen und dem HIV-Eintritt in Zellen und 3) die Rolle
von sLe*-6S bei Entziindungen. Die physiologische Synthese
dieser sulfonierten Biomolekiile durch Sulfotransferasen
wurde in den letzten Jahren intensiv erforscht. Es wird
interessant sein zu sehen, ob auch eukaryotische, prokaryoti-
sche oder virale Sulfatasen an der Modulierung dieser
Prozesse teilnehmen kénnen.

Abkiirzungen

AP alkalische Phosphatase

ARS Arylsulfatase

ECM extrazelluldre Matrix

EGF epidermaler Wachstumsfaktor

ER endoplasmatisches Retikulum

FGE FGly erzeugendes Enzym
FGF Fibroblasten-Wachstumsfaktor
FGH a-Formylglycin-Hydrat

FGly a-Formylglycin

FGS FGly-Sulfat-Addukt

GAG Glycosaminoglycan

HS Heparansulfat

HSPG Heparansulfatproteoglycan
MSD multiple Sulfatasedefizienz
MSDF MSD-Faktor

pNCS p-Nitrocatecholsulfat

SUMF sulfatasemodifizierender Faktor

Unsere Arbeiten werden durch die National Institutes of
Health unterstiitzt. S.R.H. dankt der ARCS Foundation fiir
ein Stipendium.
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