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Wie werden Schwefelsaureester in der Natur gespalten? Eine neuartige
posttranslationale Proteinmodifikation bei Sulfatasen

Gunther Uhlhorn-Dierks, Thomas Kolter und Konrad Sandhoff*

Alkyl- und Arylsulfate sind chemisch relativ stabile Ver-
bindungen, deren Spaltung, beispielsweise durch alkalische
Hydrolyse, drastische Reaktionsbedingungen erfordert. Sie
finden Verwendung als anionische Detergentien und sind
Bestandteile von Waschmitteln. Schwefelsdureester von Al-
koholen kommen dariiber hinaus natiirlich vor, so im
Heparin, in den Mucopolysacchariden Chondroitinsulfat
und Keratansulfat, in sulfatierten Steroiden und als Tyrosin-
sulfat in den Peptidhormonen Gastrin und Cholecystokinin.
Auch bei der Metabolisierung korperfremder Stoffe ist die
Konjugation mit einer Sulfatgruppe von Bedeutung. Die
Untersuchung einer Erbkrankheit hat im Arbeitskreis von
Kurt von Figura zum Verstdndnis des Mechanismus gefiihrt,
nach dem in der Natur Schwefelsdureester gespalten werden.
Dabei wurde eine neuartige posttranslationale Modifikation
nachgewiesen, die fiir diese enzymatisch katalysierte Reak-
tion erforderlich ist.[!]

Organische Sulfate werden enzymatisch durch Sulfatasen
abgebaut, von denen beim Menschen neun charakterisiert
werden konnten.? 3! Sie sind — mit Ausnahme der Steroidsul-
fatase — in den Lysosomen der Zelle lokalisiert. Verschiedene
Erbkrankheiten sind bekannt, die auf dem Defekt jeweils
einer Sulfatase beruhen und die zu einer gewebsspezifischen
Akkumulation der nicht abbaubaren Schwefelsdureester
fiihren: Man unterscheidet zwischen der metachromatischen
Leukodystrophie (MLD), der Mucopolysaccharidose und der
Ichthyose. Bei Patienten, die an MLD leiden, ist die
Arylsulfatase A (ASA) defekt.* *l Der Name ,,Arylsulfatase*
wurde von ihrer Féahigkeit abgeleitet, kiinstliche Arylsulfate
zu spalten. Die Arylsulfatase A spaltet in Gegenwart eines
Cofaktors, eines Sphingolipid-Aktivatorproteins (SAP-B),
Sulfatide (Schema 1).! MLD fiihrt daher zur Akkumulation
von Sulfatiden, Schwefelsdureestern der Galactocerebroside,
in verschiedenen Organen, meist zum Schwinden der weiflen
Gehirnsubstanz und zum Tod der Patienten in der Kindheit.
Der Name ,,metachromatische Leukodystrophie“ beruht auf
der metachromatischen Anfiarbung der gespeicherten Sub-
stanzen in histologischen Schnitten, d.h., beim Anfiarben mit
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Schema 1. Hydrolyse des Sulfatids 1 zum Galactosylceramid 2. Die
Reaktion wird von der Arylsulfatase A katalysiert. Als Cofaktor wird ein
Sphingolipid-Aktivatorprotein, SAP-B, benétigt. Die Defizienz der Aryl-
sulfatase A fithrt beim Menschen zur metachromatischen Leukodystro-
phie.

Kresylviolett verschiebt sich das Absorptionsmaximum, so
daB die Einschliisse braun erscheinen.

Bei einer sehr seltenen Erbkrankheit, der multiplen
Sulfatasedefizienz (MSD) oder Austinschen Erkrankung,
weisen alle Sulfatasen eine stark erniedrigte Aktivitdt auf.
Das klinische Erscheinungsbild umfafit mehrere Symptome
einzelner Sulfatase-Defekte. Die genetische Ursache der
MSD ist bis heute unbekannt. Durch Komplementations-
studien wurde allerdings festgestellt, daB3 die Gene, die die
einzelnen Sulfatasen codieren, nicht betroffen sind; es handelt
sich also nicht um einen zufélligen gemeinsamen Ausfall
mehrerer Enzyme.l” 81 Wenn man die komplementidre DNA
(cDNA) fiir eine intakte Sulfatase in kultivierten Zellen von
MSD-Patienten exprimiert, ist die Aktivitdt des Enzyms stark
erniedrigt.’] Diese experimentellen Befunde lieferten schon
frith Hinweise auf einen sekundiren Defekt, z. B. eine fehler-
hafte co- oder posttranslationale Modifikation, die fiir die
katalytische Aktivitdt der Sulfatasen erforderlich ist.

Die enzymatisch aktive Arylsulfatase A wurde darauthin
gereinigt und proteinchemisch sowie massenspektrometrisch
auf eine posttranslationale Modifikation hin untersucht.!
Nach Spaltung mit der Protease Trypsin und enzymatischer
Abspaltung N-glycosidisch gebundener Oligosaccharidein-
heiten konnte ein Peptid isoliert werden, dessen Masse nicht
mit der aus der DNA-Sequenz errechneten iibereinstimmte.
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Die Masse dieses Peptids, das die Aminosduren 59-73 der
ASA umfalit, lag nach reduktiver Carboxymethylierung
erstaunlicherweise um 74 Da unter der errechneten. Viele
posttranslationale Modifikationen — abgesehen vom proteo-
lytischen Prozessieren oder vom Verkiirzen (Trimming) der
Glycanketten — sind dagegen mit einer Massenzunahme
verbunden. Durch Sequenzierung, metabolische Markierung
mit [**S]Methionin und durch Matrix-Assistierte-Laser-De-
sorptions-Ionisations(MALDI)-Massenspektrometrie konnte
nachgewiesen werden, daB das Peptid (ASA 59-73) an der
Position 69 keinen Cysteinrest, wie geméfs der DNA-Sequenz
erwartet, sondern einen Formylglycinrest (2-Amino-3-o0xo-
propionsiurerest) aufweist (Schema 2). Nach Reduktion mit
NaBH, nimmt die Masse des Peptids um zwei Massenein-
heiten zu, und bei der Sequenzierung findet man an der
Position 69 einen Serinrest.

Die gleiche Modifikation wurde auch bei der humanen N-
Acetylgalactosamin-4-sulfatase (Arylsulfatase B, ASB)!! und
bei der Arylsulfatase der Griinalge Volvox carteri'® nachge-
wiesen: ein Hinweis auf die evolutiondre Konservierung
dieser Proteinmodifikation bei Eukaryonten.

Welche Aminosdure enthalten aber die Sulfatasen von
MSD-Patienten, die den Ausgangspunkt der Untersuchung
bildeten? Bei den Arylsulfatasen A und B, die durch Uber-
expression aus MSD-Zellen erhalten wurden, lag statt For-
mylglycin hauptséchlich der nichtmodifizierte Cysteinrest vor.
Bis zu 20 % der Sulfatasen waren allerdings modifiziert.l) Bei
der multiplen Sulfatasedefizienz handelt es sich also um einen
partiellen Defekt einer posttranslationalen Modifizierung,
der daher zu einem unvollstindigen Ausfall der enzymatisch
aktiven Sulfatasen fiihrt.
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Schema 2. Posttranslationale Modifikation der Aminosdurereste von
Cystein 1 (bei Eukaryonten) und von Serin 2 (bei den Prokaryonten
Klebsiella pneumoniae und Escherichia coli) unter Bildung eines Formyl-
glycinrests 3.

Das Enzym, das die Umsetzung von proteingebundenem
Cystein zu Formylglycin katalysiert, wurde noch nicht identi-
fiziert. Da die cysteinhaltigen Vorstufen synthetisiert werden,
handelt es sich nicht um eine Modifikation auf der Ebene
einer speziellen, Formylglycin enthaltenden Aminoacyl-
tRNA. Die Umsetzung des Cysteinrestes erfolgt nach der
Synthese des Peptidstranges und dessen Translokation in das
Lumen des Endoplasmatischen Retikulums, in dem auch die
N-Glycosylierung stattfindet. Mit speziellen Peptidkonstruk-
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ten wurde nachgewiesen, dafl der Formylglycinrest erst nach
der N-Glycosylierung gebildet wird.['!]

Die Signale fiir eine posttranslationale Modifikation sind
oft in der Aminosdurensequenz codiert. Bei der Arylsulfata-
se A konnte der fiir die Auslosung der Modifikation essen-
tielle Bereich durch die Bildung chimérer Proteine aus ASA-
Fragmenten und Fragmenten anderer Proteine lokalisiert
werden. Eine Sequenz aus sechzehn Aminosduren (vier vor
und elf nach dem Cystein) reicht aus, um die Oxidation des
Cysteinrestes zum Formylglycinrest einzuleiten.'! Die Ami-
nosdurensequenz in diesem Bereich ist bei allen eukaryonti-

schen Sulfatasen sehr stark konserviert (Abb. 1).

Arylsulfatasen niederer v

Eukaryonten P V[C|C[P S RIT N L WR Q
Volvox carteri P vic|c|p s RIT N L ? R|G|Q
Chlamydomonas reinhardtii A viclTlP s Rls A 1 M
Hemicentrotus pulcherrimus s vic|T|lPp s Rls A 1 v
Strongylocentrotuts purpuratus

menschliche Arylsulfatasen

Arylsulfatase A S(L ¢|{T|(P S R{IA A L|L T G R
Arylsulfatase B P|L C|T|P S R{S Q L|L T G R
Steroidsulfatase P|L c|T|P 8 RIA A F E T 6 R
N-Acetylglucosamin-6-sulfatass A |L C{C|P S R|A 8 I |L T G E
Iduronatsulfatase AT'ICAPSRVSF L TGR
N-Acetylgalactosamin-6-sulfatase P [L C|[S|{P S R|A A L|L T G R
Arylsulfatase D P|L ¢|T|P S RIA A FIL T G R
Arylsulfatase E sS|L ¢c|TIP S RIAA F|L T GR
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Abb. 1. Vergleich der Aminosidurensequenzen verschiedener Sulfatasen.
Der Cysteinrest, der zu einem Formylglycinrest modifiziert wird, ist durch
einen Pfeil gekennzeichnet.

Die Spaltung eines Schwefelsdureesters durch einen Alde-
hyd ist beziiglich des Mechanismus nicht unmittelbar zu
verstehen. Zwei Elementarreaktionen sind prinzipiell mog-
lich: zum einen der nucleophile Angriff eines Sulfat-Sauer-
stoffatoms am Aldehyd, zum anderen eine nucleophile
Substitution am Schwefelatom durch einen als Enol oder
Hydrat vorliegenden Aldehyd. Aufschluf iiber den Mecha-
nismus gaben Rontgenstrukturanalysen der Arylsulfatasen
Al und B! sowie die biochemische Untersuchung einer
gezielt modifizierten Sulfatase.' GemiB der kiirzlich ver-
offentlichten Kristallstruktur liegt die Arylsulfatase A als
Homooctamer vor, das aus vier Homodimeren (a,), be-
steht.l2l Die Raumstruktur weist groBe Ahnlichkeit mit der
der alkalischen Phosphatase auf, obwohl die Sequenzhomo-
logie gering ist. Im vermuteten aktiven Zentrum befindet sich
ein Magnesiumion, das unter anderem von einem Formyl-
glycin-Sauerstoffatom komplexiert wird (Abb. 2). Die Auto-
ren interpretieren die vorgefundene Elektronendichte dahin
gehend, daB3 der Aldehyd als Hydrat vorliegt. Bei der
alkalischen Phosphatase sind im aktiven Zentrum zwei
Zinkionen vorhanden, die die Phosphatgruppe komplexieren;
die katalytisch aktive Aminoséure ist dort ein Serin.

Ein moglicher Mechanismus der Sulfatspaltung ist in
Schema 3 dargestellt. Eines der geminalen Sauerstoffatome
des Aldehydhydrats greift das Schwefelatom des Sulfates
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Abb. 2. Ausschnitt aus der Kristallstruktur der humanen Arylsulfata-
se A2l Angegeben sind die Abstinde ausgewihlter Seitenkettenatome
zum zentralen Magnesiumion.

H,
Lys-302—N—H

H A\J?/R
S

L

V’ o O
Asp-29 K
Asp-30 P . O\sﬂu.o—
Asp-281]._:Mg Mgt
Asn-282| - J

i o oM
o O 1O

LY Ca-69
HSOF
RO-SO; ¢
l\’,/ \\\ H,0 IE'Z%%MQTJ'
o o . s y
H H 'o\ H
Ca-69
Ca-69

Schema 3. Hypothetischer Mechanismus der Sulfathydrolyse (mit Verén-
derungen aus Lit. [12] ibernommen).

nucleophil an. Dabei dient der Galactosylceramid-Rest als
Nucleofug. Das Magnesiumion erhoht die Elektrophilie des
Schwefelatoms und erleichtert den nucleophilen Angriff des
Hydrat-Sauerstoffatoms. Als Intermediat entsteht ein sulfa-
tiertes Enzym. Eine solche Zwischenstufe wurde schon frither
wegen der anomalen Kinetik der Arylsulfatase A postu-
liert.'] Mit einem [¥S]-markierten Substrat wurde nachge-
wiesen, dafl die ASA Sulfat bindet. Das so modifizierte
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Enzym war allerdings nicht charakterisierbar, da es die
Markierung bei der Denaturierung verlor. Man schlof3 daraus,
daB die Sulfatgruppe nicht als Ester an das Enzym gebunden
ist, da dieser unter den Bedingungen der Denaturierung stabil
sein sollte.['6-17]

Anhand der aktuellen Forschungsergebnisse ist die Erkla-
rung einfach: Die treibende Kraft fiir die Spaltung des
sulfatierten Enzyms ist die Riickbildung der Carbonylbindung
von Formylglycin. Eine Spaltung der stabilen S-O-Bindung ist
nicht erforderlich, statt dessen wird die labilisierte C-O-
Bindung gespalten. Die aus der Kristallstruktur abgeleiteten
Uberlegungen zum katalytischen Mechanismus der ASA
werden durch Untersuchungen an einem modifizierten En-
zym Dbestitigt. Durch ortsspezifische Mutagenese wurde
Cystein in den Proteinvorstufen von ASA und ASB durch
Serin ersetzt, das in der zur Expression verwendeten Zellinie
posttranslational nicht zu Formylglycin oxidiert wird. Diese
Enzymmutanten konnen zwar [*S]-markiertes Substrat spal-
ten, aber die Sulfatgruppe bleibt an das Enzym gebunden.!'*]
Das Sauerstoffatom von Serin ist also nucleophil genug, um
den Sulfatester zu spalten, es fehlt aber die Unterstiitzung des
zweiten Sauerstoffatoms zur Freisetzung des enzymgebunde-
nen Sulfats. Erst im alkalischen Milieu und nach Zugabe von
Galactose als Acceptor fiir das abzuspaltende Sulfat kommt
es zu einer Desulfatierung des Enzyms und damit zum
Anlaufen des Katalysecyclus. Der hier postulierte Mecha-
nismus dhnelt dem der alkalischen Phosphatase: Zuerst greift
dort eine Serinseitenkette den Phosphorsédureester des Sub-
strates an. In einem zweiten Schritt wird das gebildete
Phosphoserin durch den Angriff eines Wassermolekiils hy-
drolysiert. Bei der Sulfatasereaktion ist fiir die Freisetzung
des Sulfats die zweite Hydroxyfunktion des hydratisierten
Formylglycins erforderlich.

Die Aminosdure Cystein, aus der posttranslational Formyl-
glycin entsteht, ist bei allen bekannten eukaryontischen
Sulfatasen konserviert (Abb. 1). Von den fiinf bekannten
Sequenzen prokaryontischer Sulfatasen wird allerdings bei
Klebsiella pneumoniae und bei Escherichia coli Serin statt
Cystein von der DNA codiert. Die proteinchemischen Unter-
suchungen an der Sulfatase aus Klebsiella pneumoniae
ergaben, daf auch der priméir eingebaute Serinrest teilweise
zu Formylglycin oxidiert wird (Schema 2).['®! Die nur unvoll-
standige Reaktion wird mit der Sittigung der Enzyme erklirt,
die fiir diese Umsetzung notig sind. Bemerkenswert ist, daf
hier Serin als Vorstufe fiir den katalytisch aktiven Amino-
sdaurerest fungiert, das von eukaryontischen Zellen nicht
umgesetzt wird. Bislang ist nicht bekannt, ob Klebsiella
pneumoniae einen Cystein- zu einem Formylglycinrest um-
setzen kann.

Anhand der bisherigen Ergebnisse sollte es moglich sein,
die Enzyme, die die Oxidation von Cystein- oder Serinresten
katalysieren, mit geeigneten Methoden wie der des ,,Two-
hybrid-system* zu identifizieren. So konnten die molekularen
Ursachen der multiplen Sulfatasedefizienz aufgeklart werden,
die als Folge einer fehlerhaften posttranslationalen Modifika-
tion interpretiert wird. Die zitierten Arbeiten verdeutlichen,
dafB3 durch die Analyse von Erbkrankheiten nach wie vor neue
chemische und biochemische Prinzipien offengelegt werden
konnen.
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Eine rationale Synthese groBporiger Zeolith-artiger Materialien?

Duncan E. Akporiaye

Bis vor zehn Jahren suchten die Zeolithforscher haupt-
sdchlich nach Materialien, deren Strukturen grofe sowie
extrem groB3e Poren enthalten, die von zwolf oder mehr T-
Atomen begrenzt werden und Durchmesser von 0.75 nm oder
mehr aufweisen (T-Atome sind die tetraedrisch koordinierten
Kationen des Geriists). Diese Suche wurde angeregt durch
den Wunsch, ein Ersatzmaterial fiir den allgegenwértigen,
Zwolferring-Poren aufweisenden Faujasit zu finden und zu
neuartigen Anwendungen in der Katalyse, bei der Adsorption
und beim Ionenaustausch zu gelangen. Die Strukturbestim-
mungen von VPI-5 (Achtzehnerring-Kanéle) und AIPO,-8
(Vierzehnerring-Kanile) deuteten die Entdeckungen der
Alumophosphate mit extrem grof3en Poren, die in Tabelle 1

Tabelle 1. PorengroBlen einiger Zeolith-artiger Materialien mit extrem
grof3en Poren.

Porengrofie Alumophosphat Alumosilicat
(Zahl der T-Atome)

20 Cloverit ! -

20 JDF-201%3] -

18 VPI-51 -

16 ULM-16114 -

14 AIPO,-81Y UTD-1b]

14 - CIT-510

aufgefiihrt sind, bereits an. Die anschlieBende Entdeckung
einer neuen Gruppe von Materialien mit geordneten Meso-
poren, die unter Verwendung von auf oberflichenaktiven
Stoffen basierenden strukturdirigierenden Reagentien herge-
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stellt wurden,? hat diese Suche nach groBporigen Materialien
moglicherweise etwas abgewertet, da nun Porengroflen zwi-
schen ungefidhr 1.8 und mehr als 20 nm zugéinglich wurden.
Leider konnen diese geordneten mesopordsen Materialien
nur bei wenigen katalytischen Verfahren eingesetzt werden,
da die Sdurestiarken dieser Alumosilicate zu gering sind.

Die Entwicklung rationaler Synthesestrategien — dies ist
der Trend in neueren Arbeiten — kénnte eine Schliisselme-
thode fiir die Entdeckung neuer groBporiger Zeolith-artiger
Strukturen werden. Dies wird durch die umfangreichen
Untersuchungen von Zones et al.Pl zur Synthese von Zeo-
lithen mit hohem Siliciumgehalt gut dokumentiert, die auf
dem Verstdandnis der Rolle des organischen, strukturdirigie-
renden Reagens (Gast) beim Gelverfahren und der Struktur
des kristallinen Endprodukts (Wirt) im Sinne einer Wirt-
Gast-Beziehung basieren. So verwendete man bei der Jagd
nach Materialien mit hohem Siliciumgehalt und mehrdimen-
sionalen Kanalsystemen grof3e, sperrige, polycyclische orga-
nische Amine, damit die innere hydrophobe Silicatoberfldche
der Silicatspezies maximal stabilisiert wird. GroBporige
Materialien wie SSZ-311 (Zwélferring-Kanile) sind die
Friichte dieser Arbeiten; allerdings wies die vor kurzem
durchgefiihrte Strukturbestimmung auch auf die wahrschein-
lichen Grenzen dieses Ansatzes hin. Bei der Wahl groer und
sperriger organischer Amine geht der Trend zu niedrigen
Ladungsdichten am organischen Molekiil und am Geriist
(hohes Si/Al-Verhiltnis). Bei dieser Strategie wird das
organische Molekiil offensichtlich hauptséachlich als inerter
Raumfiiller verwendet, und der Synthetiker ist herausgefor-
dert, den EinfluB zu maximieren, den die Form des struktur-
dirigierenden Reagens auf die Zeolithstruktur hat. Die Folge
davon ist die Tendenz zur Bildung von Systemen mit ein-
dimensionalen Kanélen, die gemeinsam mit Mischungen stark
verwachsener, strukturell sehr dhnlicher Polymorphe entste-
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