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3'-Phosphoadenosin-5'-phosphosulfat mit
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enzymatischen Synthese von sulfatierten
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Sulfotransferasen umfassen eine Familie von Enzymen, die
den Transfer einer Sulfogruppe (ÿSO3

ÿ) vom Cofaktor 3'-
Phosphoadenosin-5'-phosphosulfat (PAPS) 1 auf ein Acceptor-
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molekül katalysieren. Sulfotransferasen vermitteln die Sulfa-
tierung verschiedener Klassen von Substraten, wie Kohlen-
hydraten, Proteinen und Steroiden, bei einer groûen Zahl
biologischer Prozesse einschlieûlich der Signaltransduktion
und der Modulation der Rezeptorbindung.[1, 2] Innerhalb der
letzten drei Jahre wurden viele neue Sulfotransferasen identi-
fiziert und kloniert.[3] Eine einfache Methode zur Herstellung
groûer Mengen sulfatierter Verbindungen und effiziente
Assays für Sulfotransferasen sind essentiell für die biologische
Evaluierung dieser Enzyme und ihrer sulfatierten Produkte.

PAPS, der universelle Sulfatdonor und die Sulfatquelle für
alle Sulfotransferasen, ist eine sehr teure und instabile
Verbindung, was bei der Herstellung groûer Mengen enzy-
matisch sulfatierter Produkte ein Hindernis darstellt.[4] Auch
die Produktinhibierung durch Adenosin-3',5'-diphosphat
(PAP) 2 ist ein limitierender Faktor bei Anwendungen im
gröûeren Maûstab.[5, 6] Wir haben über die erste enzymatische
Regeneration von PAPS mit einem Multienzymsystem, das
mit Rhizobium-Nod-Faktor-Sulfotransferase (NodST) gekop-
pelt ist, für die enzymatische Synthese von N,N'-Diacetylchi-
tobiose-6-sulfat berichtet.[6] Während in diesem Regenera-
tionssystem die verwendeten klonierten Enzyme als einfache
und effiziente Katalysatoren dienen, um PAPS in groûem
Maûstab zu synthetisieren, haben wir nun ein einfacheres
Regenerationssystem mit nur einem Enyzm entwickelt, in
dem eine rekombinante Aryl-Sulfotransferase IV (AST IV)
aus Rattenleber eingesetzt wird (Schema 1). Dieses Enzym
transferiert in Verbindung mit einer weiteren, beliebigen
Sulfotransferase die Sulfogruppe von p-Nitrophenylsulfat 3
auf PAP.[7] Dieses System verhindert die Produktinhibierung
durch PAP während der Regeneration von PAPS in situ, und

die Umsetzung kann durch die Messung der Absorption von
freigesetztem p-Nitrophenol 4 bei 400 nm quantitativ verfolgt
werden. Hinzu kommt, daû dieses Regenerationssystem so
modifiziert werden kann, daû es als kontinuierlicher spektro-
photometrischer Assay für die Aktivität von Sulfotransfera-
sen dient. Der gebräuchlichste Assay für die Aktivität von
Sulfotransferasen beinhaltet die Verfolgung des Transfers
radioaktiv markierten Sulfats von [35S]PAPS auf das Produkt
mit Dünnschicht- oder Papierchromatographie unter Ver-
wendung von Endpunkt-Methoden.[8] Diese Assays sind teuer
und häufig ungenau.[9] Wir demonstrieren hier die Verwen-
dung des Mono-Enzym-PAPS-Regenerationssystems bei der
Synthese von N,N',N''-Triacetylchitotriose-6-sulfat 5 und für
einen kontinuierlichen, kolorimetrischen gekoppelten Enzym-
assay von NodST, der zur Bestimmung der Substratspezifität
dieses Enzyms verwendet wird.

Das Enzym AST IV existiert in zwei Formen mit unter-
schiedlichem Oxidationszustand,[10, 11] die sehr leicht vonein-
ander getrennt werden können. Die isolierte physiologisch
relevante Form kann verwendet werden, um picomolare
Mengen von PAPS und PAP nachzuweisen.[12] Da die
bakterielle Expression der Ratten-AST IV bereits erfolgreich
durchgeführt wurde,[13, 14] haben wir AST IV aus einer Rat-
tenleber-cDNA-Bibliothek kloniert und das Enzym in Esche-
richia coli überexprimiert. Um die reine b-Form des Enzyms,
in der PAP nicht im aktiven Zentrum gebunden ist, zu
erhalten, wurde mit dem Gemisch beider Enzymformen eine
einfache Reinigung durch Nickel-Agarose-Chromatographie
durchgeführt. Das Nickel-Harz mit dem daran gebundenen
Enzym wurde vor der Elution des Enzyms mit Alkalischer
Phosphatase und b-Mercaptoethanol (BME) inkubiert. Das
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Schema 1. Regeneration von PAPS mit rekombinanter Aryl-Sulfotransferase IV und p-Nitrophenylsulfat.
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gereinigte Enzym stand dann sofort für die PAPS-Regenera-
tion zur Verfügung. Um zu unterscheiden, ob AST IV wirklich
in der Lage ist, PAPS aus PAP und p-Nitrophenylsulfat zu bil-
den, und nicht etwa eine einfache Hydrolyse des p-Nitrophe-
nylsulfats stattfindet, wurde eine Kapillarzonen-Elektropho-
rese (capillary zone electrophoresis, CZE) durchgeführt, mit
der die Bildung von PAPS aus PAP bestätigt wurde.

Bei der mit einer Ausbeute von 58 % verlaufenden Syn-
these von N,N',N''-Triacetylchitotriose-6-sulfat (207 mg) wur-
de käufliches NodST und die b-Form von AST IV mit
0.05 ¾quivalenten PAP und 2.0 ¾quivalenten p-Nitrophenyl-
sulfat verwendet. Die Struktur der Verbindung wurde durch
Untersuchungen mit Elektrospray-Ionisations(ESI)-MS,
HPLC und NMR-Spektroskopie bestätigt. Die gleiche Ar-
beitsvorschrift wurde bei der Synthese von N,N',N'',N'''-
Tetraacetylchitotetraose-6-sulfat (150 mg) verwendet (Aus-
beute 95 %).

Der kontinuierliche Assay für die kinetische Analyse von
Sulfotransferasen gleicht der Methode für den gröûeren
Maûstab mit der Ausnahme, daû PAPS anstelle von PAP
der Reaktion hinzugefügt wird, weil das Ziel des Assays die
kontinuierliche Messung der PAP-Produktion beinhaltet. Der
Assay verwendet die oben beschriebene b-Form von AST IV.
Um die Anwendung dieses Assays bei der Bestimmung
kinetischer Parameter des Enzyms zu demonstrieren, wurde
N,N',N''-Triacetylchitotriose in Konzentrationen von 10, 25,
50, 100, 250 und 500 mm als Substrat verwendet. Die Daten
wurden mit dem Programm LineWeaver,[15] das nichtlineare
Verfahren und die Methode der kleinsten Fehlerquadrate
verwendet, an die Michaelis-Menten-Gleichung angepaût
(KM� 103 mm, kcat� 27.5 minÿ1; Abbildung 1). Es wurden
ebenfalls Experimente zur Spezifität des Acceptorzuckers
durchgeführt, um die Substratspezifität von NodST mit
diesem Assay zu untersuchen. Tabelle 1 enthält die Daten
für verschiedene N-Acetylchitosen, N-Acetyllactosamin
(LacNAc) und ein N-Acetyllactosamin-Dimer (Gal(b1-4)-
GlcNAc(b1-3)Gal(b1-4)GlcNAc).[16] Es ist nicht überra-
schend, daû N,N',N'',N'''-Tetraacetylchitotetraose das beste
Substrat war (kcat� 19.7 minÿ1, KM� 20.4 mm), weil es dem
natürlichen Substrat am ähnlichsten ist.[17] Von besonderem
Interesse ist die um den Faktor 60 erhöhte Acceptorspezifität
beim Übergang von LacNAc zum LacNAc-Dimer.

Diese neue enzymatische Regeneration von PAPS bietet
Vorteile bei der praktischen Anwendung im Vergleich zu
bereits bestehenden Methoden für die Synthese von Kohlen-
hydratsulfaten und die kinetische Analyse von Sulfotransfe-

Abbildung 1. Lineweaver-Burke-Auftragung der kinetischen Daten für
die Umsetzung von N,N',N''-Triacetylchitotriose mit NodST. KM� 20.4�
3.6 mm, kcat� 19.7� 0.8 minÿ1.

rasen. Dieses Regenerationssystem sollte auch für andere
Sulfotransferasen von genereller Anwendbarkeit sein.

Experimentelles

Die Kapillarzonen-Elektrophorese wurde mit einem BioRad-3000-Gerät
mit einer beschichteten Kapillare (50 cm, 50 mm Innendurchmesser) und
mit einer Lösung von 0.23m Borat in Laufpuffer (pH 7.8) durchgeführt. Die
Probe wurde mit einem Druck von 138 kPa sÿ1 injiziert, die Elektrophorese
wurde mit 20.0 kV (ÿ nach �) bei 20 8C durchgeführt, Detektion bei
260 nm. PAPS wird nach 5.53 min, PAP nach 5.98 min detektiert.

Das AST-IV-Gen wurde durch Polymerasekettenreaktion (PCR) wie
beschrieben[11] aus einem cDNA-Bibliothek-Templat (zur Verfügung
gestellt von W. E. Balch, The Scripps Research Institute) erhalten. Die
DNA des Klons, die eine konstruierte NdeI-Schnittstelle vor dem
codierenden Bereich am 5'-Ende und eine BamHI-Schnittstelle nach
dem 3'-Stop-Codon enthält, wurde mit BamHI und NdeI gespalten und mit
einem auf entsprechende Weise gespaltenen pET19b-Vektor (Novagen,
Madison, WI) ligiert. Das rekombinante Plasmid wurde zur Amplifikation
in E.-coli-SURE-Zellen (Stratagene, La Jolla, CA) transformiert. Der
Stamm E. coli BL21(DE3) (Novagen) wurde mit dem amplifizierten
Plasmid transformiert, und eine einzelne Kolonie wurde zum Beimpfen
von 100 mL Luria-Bertani(LB)-Medium, das 50 mgmLÿ1 Ampicillin ent-
hielt, verwendet. Nach Wachstum über Nacht bei 37 8C wurde die Kultur
auf vier Volumen von 1 L LB mit Ampicillin verteilt und bei 37 8C bis zu
einer optischen Dichte bei 600 nm (OD600) von 1.0 geschüttelt. Die
Kulturen wurden mit 50 mm Isopropyl-b-d-thiogalactopyranosid (IPTG)
induziert, 20 h bei 25 8C geschüttelt und dann zentrifugiert. Das Zellpellet
wurde in 100 mm Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris; pH 7.6) mit

Tabelle 1. Acceptorspezifität von NodST.[a]

Acceptorsubstrat KM [mm][b] kcat [minÿ1]

GlcNAc(b1-4)GlcNac 243� 40 23.6� 1.7
GlcNAc(b1-4)GlcNac(b1-4)GlcNAc 103� 12 27.5� 2.9
GlcNAc(b1-4)GlcNac(b1-4)GlcNAc(b1-4)GlcNAc 20.4� 3.6 19.7� 0.8
GlcNAc(b1-4)GlcNac(b1-4)GlcNAc(b1-4)GlcNAc(b1-4)GlcNAc 98.1� 12.4 25.9� 1.2
GlcNAc(b1-4)GlcNAc(b1-4)GlcNAc(b1-4)GlcNAc(b1-4)GlcNAc(b1-4)GlcNAc 45.7� 6.0 22.7� 1.0
Gal(b1-4)GlcNAc > 5000 8.0� 1.3
Gal(b1-4)GlcNAc(b1-3)Gal(b1-4)GlcNAc 87.0� 6.3 3.4� 0.1

[a] Die Konzentrationen der Acceptor-Kohlenhydrate wurden im Bereich ihrer jeweiligen KM-Werte ausgewählt. Die PAPS-Konzentration wurde konstant
bei 20 mm gehalten. Die kinetischen Konstanten wurden aus der nichtlinearen Anpassung der Michaelis-Menten-Gleichung nach der Methode der kleinsten
Fehlerquadrate mit dem Programm LineWeaver erhalten. [b] Scheinbare kinetische Werte.
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P,N-Liganden auf Prolinbasis in Palladium-
katalysierten asymmetrischen p-Allyl-
Additionen**
Scott R. Gilbertson* und Dejian Xie

Die Entwicklung neuer Liganden für die asymmetrische
Katalyse hat in den letzten zehn Jahren ein unglaubliches
Wachstum erfahren. Eine der umfassend untersuchten Reak-
tionen ist die Palladium-katalysierte Addition von Nucleo-

5 mm 2-Mercaptoethanol (BME) suspendiert und durch Druckentspan-
nung mit einer French Press aufgeschlossen. Der so erhaltene Überstand
wurde auf eine Nickel-Agarose-Säule aufgetragen und mit einer Lösung
aus 100 mm Tris (pH 7.6), 5 mm BME, 300 mm NaCl, 5 % Glycerin und
20 mm Imidazol gewaschen. Dann wurde die Säule mit einer Lösung aus
100 mm Tris (pH 9.0), 50 mm NaCl und 5 mm BME äquilibriert. Alkalische
Phosphatase (500 U) wurde hinzugefügt und das Säulenmaterial bei 20 8C
15 h inkubiert. Nachdem das Säulenmaterial wie oben beschrieben
gewaschen worden war, wurde die b-Form von AST IV mit einer Lösung
aus 100 mm Tris (pH 7.6) und 250 mm Imidazol von der Säule eluiert. Die
Dialyse gegen 100 mm Tris (pH 7.6), Aufkonzentrieren und Verdünnen bis
zu einem Glyceringehalt von 50% lieferte 14 mL einer Stammlösung mit
63 U Enzym (4.5 U mLÿ1). Eine Einheit (U) ist definiert als der Umsatz
von 1 mmol PAP mit p-Nitrophenylsulfat zu PAPS pro Minute bei pH 7.0
und 25 8C.

5 : N,N',N''-Triacetylchitotriose (314 mg, 500 mmol) wurde in 100 mL einer
Lösung von Bis[tris(hydroxymethyl)methylaminopropan]-hydrochlorid
(Bis-Tris-Propan-HCl) (100 mm, pH 7.0), 5 mm Dithiothreit, 10 mm p-
Nitrophenylsulfat, 11 mg PAP (25 mmol), 8.4 U NodST (Calbiochem, La
Jolla, CA) und 18 U b-AST IV bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Bildung von N,N',N''-Triacetylchitotriose-6-sulfat wurde durch Dünn-
schichtchromatographie (n-Propanol/30 proz. NH4OH/H2O, 7:1:2) und
die Freisetzung von p-Nitrophenol durch Messung der Absorption bei
400 nm verfolgt. Nach drei Tagen wurde die Lösung an LiChroPrep 18
(Wasser) chromatographiert. Das Filtrat wurde auf eine BioRad-AG1-X8-
Säule (HCO2

ÿ-Form) aufgetragen und mit einem linearen Ammonium-
benzolsulfonat-Gradienten (0!0.1m) eluiert. Die Fraktionen, die N,N',N''-
Triacetylchitotriose-6-sulfat enthielten, wurden konzentriert und durch
Gelfiltration (BioGel P-2, Wasser) gereinigt, wobei 207 mg (290 mmol,
58%) N,N',N''-Triacetylchitotriose-6-sulfat erhalten wurden. Positiv-Io-
nen-ESI-MS: m/z : N,N',N''-Triacetylchitotriose-6-sulfat 730 [M�Na�],
Zersetzungsprodukte: N,N',N''-Triacetylchitotriose 628 [M�H�], 1-Des-
oxy-N,N'-diacetylchitobiose 407 [M�], 1-Desoxy-N-acetylglucosamin 204
[M�] (zum Vergleich siehe die originale Nod-Signal-Charakterisierung in
Lit. [18]); HPLC (Spherisorb-S5-SAX-Säule (Waters; 4.6� 250 mm), li-
nearer Gradient von 0.2!1.0m NaCl in 10 mm KH2PO4 (pH 3.5) über
5 min, Fluûgeschwindigkeit 1.0 mL minÿ1, Detektion bei 220 nm): Zwei
Peaks (4.12, 4.37 min) sind signifikant für das a- bzw. b-Anomer (bezogen
auf das reduzierende Ende); 1H-NMR (500 MHz, D2O): d� 4.25 (br.,
0.4H, J� 10.3 Hz, H6ab), 4.20 (dd, 0.6 H, J� 1.8, 11.0 Hz, H6aa), 4.16 (dd,
0.6H, J� 3.7, 11.0 Hz, H6ba), 4.12 (dd, 0.4H, J� 3.7, 9.6 Hz, H6bb); 13C-
NMR (125 MHz, D2O): d� 67.04 (C6a), 66.97 (C6b).

NodST-Assay: Eine Lösung mit 100 mm Bis-Tris-Propan-HCl (pH 7.0),
5 mm BME, 20 mm PAPS, 2 mm p-Nitrophenylsulfat, 3.0 mU NodST,
6.4 mU b-AST IV und dem Substrat werden in einem Volumen von
500 mL vorgelegt. Da käufliches PAPS signifikante Mengen von PAP
enthält, wurde die Assay-Lösung vor dem Hinzufügen des Substrats 30 min
bei 20 8C inkubiert. Die Freisetzung von p-Nitrophenol wird bei 400 nm
über 10 min verfolgt.
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