
Untersuchung der Wirkungsweise von Enzymen mit Nucleosidphospho- 
rothioaten 

Von Fritz Ecksteid'] 

Nucleosidphosphorothioate sind modifizierte Nucleotide, bei denen ein an ein Phosphoratom 
gebundenes Sauerstoffatom gegen ein Schwefelatom ausgetauscht ist. Zur Untersuchung der 
Wirkungsweise von Enzymen sind diese Verbindungen deshalb geeignet, weil sie zwar von 
Enzymen in vielen Fallen iihnlich gut wie das naturliche Substrat gebunden werden, die enzymati- 
schen Reaktionen aber oft wesentlich Iangsamer ablaufen. Da Nucleosidthiophosphorsaure-0- 
ester als Diastereomere auftreten, kann rnit diesen Verbindungen in geeigneten Fallen die 
Stereochemie enzymatischer Reaktionen uberpriift werden. 

1. Einleitung 

Die rasche Entwicklung der Molekularbiologie hat u.a. zur 
Isolierung einer immer groDer werdenden Zahl von Enzymen 
gefuhrt. Obwohl die Funktionen dieser Enzyme bekannt sind, 
ist das Verstandnis der zugrunde liegenden Reaktionen oft 
bestenfalls nur bruchstuckhaft. Es nimmt daher nicht Wunder, 
daD zahlreiche Arbeitsgruppen sich rnit Untersuchungen der 
Wirkungsweise von Enzymen beschaftigen. 
Wenn im Rahmen solcher Arbeiten der EinfluD des naturlichen 
Substrats auf das Enzym untersucht werden SOH, so konnen 
sich Schwierigkeiten dadurch ergeben, daB das Substrat vom 
Enzym umgesetzt wird. Obwohl man Bedingungen finden 
kann, z. B. durch Anderung des pH-Wertes und Erniedrigung 
der Temperatur, unter denen sich die Umsetzungsgeschwindig- 
keit stark verringert und fur die Zeit der Beobachtung sehr 
klein wird, ist nicht ganz auszuschlieRen, daD dabei die Eigen- 
schaften des Proteins, z. B. seine Konformation, drastisch ver- 
gndert werden und die so gewonnenen Aussagen nur rnit 
Einschrankungen auf das Protein unter optimalen Bedingun- 
gen iibertragbar sind. 
In solchen Fallen haben sich Analoge der Substrate, die zwar 
vom Enzym erkannt, d. h. an der Substratbindungsstelle ge- 
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bunden, von ihm aber nicht umgesetzt werden, als kompetitive 
Inhibitoren als nutzlich erwiesen. Mit ihrer Hilfe ist es z. B. 
moglich, die Zahl der Substratbindungsstellen zu bestimmen 
und Konformationsanderungen eines Enzyms bei der Bindung 
des Substrats oder des Analogen festzustellen oder auch die 
enzymatische Reaktion, falls es sich um eine Mehrsubstrat- 
reaktion handelt, an einer bestimmten Stelle zu unterbrechen. 
Als Beispiel fur letzteres sei hier an die Verwendung des 0,y- 
CH2-Analogen des Guanosintriphosphats (GTP) in der 
Proteinbiosynthese erinnert"]. Auch zur Bestimmung der Sub- 
stratbindungsstelle eiiies Enzyms im Kristall sind kompetitive 
Inhibitoren als Bestandteile des kristallinen Komplexes von 
groDem Wert[']. 
Arbeiten mit solchen kompetitiven Inhibitoren sind immer 
der Kritik ausgesetzt, daB die Umwandlung des Substrats 
in ein nicht reaktives Andloges eine solche Veranderung dar- 
stellt, daR die experimentellen Ergebnisse nicht ohne weiteres 
auf das naturliche Substrat-Enzym-System iibertragen werden 
konnen. Solche Untersuchungen werden daher um so wertvol- 
ler sein, je geringer die Veranderung am Substratmolekiil 
ausfallt, je ahnlicher also der Inhibitor dem Substrat ist. 
Die folgende Diskussion sol1 auf eine Auswahl von Enzymsy- 
stemen beschrankt sein, die Nucleotide als Substrate oder 
Effektoren benutzen und sol1 zeigen, inwieweit eine Klasse 
von Nucleotidanalogen, namlich Nucleosidphosphorothioate 
(Nucleosidthiophosphate), bei der Untersuchung von Enzy- 
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men helfen kann. Bei diesen Analogen ist ein an ein Phosphor- 
atom gebundenes Sauerstoffatom durch ein Schwefelatom er- 
setzt. Hier sollen im wesentlichen Analoge diskutiert werden, 
bei denen dieses ersetzte Sauerstoffatom nicht Teil einer Ester- 
bindung ist. Die Grundsubstanz fur das Adenosin-5'-phos- 
phatanaloge hat dann die Strukturformel ( I ) .  

OH OH 

Der Ersatz eines solchen Sauerstoffatoms durch ein Schwefel- 
atom ist eine minimale strukturelle Veranderung der natiir- 
lichen Nucleotide. Basen- und Zuckerteil bleiben vollkommen 
unberiihrt, ebenso die Zahl der negativen Ladungen. Die erste 
Dissoziationskonstante ist geringfiigigr3' - um ca. 0.5 pK-Ein- 
heiten ~ von ca. 5.20 auf ca. 4.70 verringert, so daR beim 
Arbeiten im Neutralen und dariiber keine Unterschiede zu 
den Nucleotiden bestehen. Die geringen stru kturellen Unter- 
schiede zwischen Nucleosidphosphaten und den entsprechen- 
den Nucleosidphosphorothioaten werden am besten deutlich 
beim Vergleich (Tabelle 1 )  des rontgenstrukturanalytisch un- 
tersuchten Cytidin-2',3'-cyclophosphats (2) r41 und des Uridin- 
2',3'-0,0-cyclophosphorothioats (3)c5I (siehe Abschnitt 3.1). 
Ahnliche Werte fur Abstande und Winkel wurden auch fur 
einen Mg2 +-Pyridin-Komplex des 0,O-Diathylphosphoro- 
thioates gefundenc61. 

Tabelle I .  Vergleich van Abstanden und Winkeln (Mittelwerte) von Cytidin- 
2',3'-cyclophosphat ( 2  j [4] und Uridin-2',3'-O,O-cyclophosphorothioat ( 3  j 
PI. 

P -0 [A] 
P-s [A] 
P -O(C) [A] 
-% 0-P-s ["I 
4: 0 - P  0 [O] 

4: s-P---O(C) ["I 
dr O-P-O(C) 1"] 

1.41 

1.61 
~ 

~. 

~ 

I17 

I10 
~- 

1 

1.51 
1.94 
1.57 
1.61 

17 

ALS der Rontgen-Strukturanalyse der Phosphorothioate geht 
hervor, daR die negative Ladung am Sauerstoff und nicht 
am Schwefel lokalisiert ist. Die Elektronegativitaten von 
Sauerstoff und Schwefel betragen 3.5 bzw. 2.5, die van-der- 
Waals-Radien 1.40 bzw. 1.8517! Der Unterschied in der chemi- 
schen Reaktivitat zeigt sich bei einem Vergleich der beobachte- 
ten Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten erster Ordnung der 

Tabelle 2. Beobachtete Reaktionsgescbwindigkzitskonstanten k [lo- s ~ '1 
von Uridin-2',3'-cyclophosphat ( 4 )  und Uridin-2',3'-O,O-cyclophosphoro- 
thioat (3) .  

k in k in 
0.15 N HClOi 0.25 N KOH 

Cyclophosphat ( 4 )  2.3 
Cyclophosphorothioat ( 3  j 0.011 

1.2 
0.2 

Hydrolyse des Uridin-2',3'-cyclophosphats ( 4 )  und des Uri- 
din-2',3'-O,O-cyclophosphorothioats (3jc8'  zu Uridin-2'(3')- 
phosphat bnv. Uridin-2'(3')-phosphorothioat (Tabelle 2). 
Die geringe strukturelle Veranderung, aber die vergleichsweise 
starke Veranderung der chemischen Reaktivitat machen diese 
Verbindungen fur die Untersuchung von nucleotidabhangigen 
Enzymen interessant. Der anfangs gestellten Forderung nach 
moglichst geringen Strukturunterschieden zwischen Sub- 
stratanalogem und Substrat kommen die Nucleosidphospho- 
rothioate sehr entgegen. Auch ein weiterer Gesichtspunkt IaOt 
Nucleosidphosphorothioate attraktiv erscheinen. 0-Ester sol- 
cher Verbindungen, deren Estergruppe sich vom Nucleosid 
unterscheidet, sollten als Diastereomere auftreten. Die Unter- 
suchung der Wechselwirkung der getrennten Diastereomeren 
sollte Einblicke in die Bindung des Nucleotides an das Enzym 
verschaffen und dariiber hinaus, in gunstigen Fallen, detaillierte 
Aussagen uber den Mechanismus der Enzymreaktion erlau- 
ben. 
Von Vorteil ist weiterhin, daR Thiophosphatanaloge nicht 
nur von Nucleosidmonophosphaten, sondern auch von Nu- 
cleosiddi- und -triphosphaten hergestellt werden konnen, wobei 
der Schwefel wahlweise am a-, p- oder y-Phosphoratom lokali- 
siert sein kann. Solche Analoge sollten sich u. a. fur die Unter- 
suchung von ATP-abhangigen Enzymen eignen. 
Im folgenden werden Nucleosidphosphorothioate, -thiodi- 
phosphate und -thiotriphosphate getrennt besprochen. Younr 
hat in einem Ubersichtsartikel uber ATP-Analoge"' die Ergeb- 
nisse von Arbeiten auch mit anderen ATP-Analogen eingehend 
und vorzuglich zusammengefaRt. 

2. Nucleosidphosphorothioate 

Die erste Synthese dieser Verbindungen durch Umsetzung 
von Nucleosiden mit Tris( 1 -imidazolyl)phosphansulfid c 1  ist 
durch die Reaktion von Nucleosiden mit PSC13 zu den Nucleo- 
sid-5'-phosphorothioaten[' ' 1  uberholt worden. Purinnucleo- 
sid-5'-phosphorothioate konnen durch Fallung ohne Reini- 
gung uber Ionenaustauschersaulen als Bariumsalze rein isoliert 
werden" 2! Aufdiese Weise lassen sich auch die "S-markierten 
Verbindungen herstellen. 
Die Entdeckung, daR Nucleosid-5'-phosphorothioate von al- 
kalischen Phosphatasen nicht oder nur extrem langsam abge- 
baut werden, aber fur diese Enzyme kompetitive Inhibitoren 
sindr3] - also an die Substratbindungsstelle gebunden werden 
- war entscheidend fur die Weiterentwicklung dieser Verbin- 
dungsklasse. [32P]-AMP wird durch alkalische Phosphatase 
aus Kalberdarm oder E.  coli ca. 2000mal schneller abgebaut 
als [35S]-AMPS [s. dazu Bekannt ist, daR die Ge- 
schwindigkeit der Hydrolyse eines Phosphorsaurcesters durch 
alkalische Phosphatase nicht von der Estergruppe abhangt ; 
Ester von Alkoholen oder Nucleosiden werden ebenso schnell 
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abgebaut wie solche von Phenolenr'3! Fur die Ester der Thio- 
phosphorsaure scheint das nicht zuzutreffen. So werden Nu- 
cleosid-5'-phosphorothioate ca. 2000ma1"21, p-Nitr~phenyl['~], 
4-MethyI~mbelliferyl-['~~ und p-Phenylazophenylphos- 
phorothioat["] ca. 100ma1, ca. 300mal bzw. ca. 200mal langsa- 
mer hydrolysiert als die entsprechenden Phosphate (die ihrer- 
seits alle ahnliche Hydrolysegeschwindigkeiten aufweisen). 
Dieser grofie Unterschied bei phenolischen Estern der Thio- 
phosphorsaure und Nucleosidphosphorothioaten deutet dar- 
auf hin, daO der geschwindigkeitsbestimmende Schritt bei der 
Hydrolyse moglicherweise nicht der gleiche ist. Bei den Phos- 
phorsaureestern tritt als Zwischenprodukt ein phosphorylier- 
tes Enzym auf, dessen Hydrolyse oder Bildung als geschwindig- 
keitsbestimmend diskutiert werden. Untersuchungen zur 
Kllrung des Verlaufs der Hydrolyse der Phosphorothioate 
waren sicher aufschlufireich und sollten das Verstandnis dieses 
Enzyms erweitern. 
Die Wechselwirkung von Adenosin-5'-phosphorothioat ( I  ) 
mit anderen Enzymen als Phosphatasen beschrieben Murray 
und Atkinson[' 'I. Auch bei Enzym-Reaktionen, bei denen keine 
Esterspaltung auftritt, reagiert das Analoge oft langsamer als 
das Substrat. So ist z. B. Adenosin-5'-phosphorothioat nur 
ein sehr schlechtes Substrat fur Myokinase und Adenylat-Des- 
aminase. Im letzteren System sind die K,-Werte fur das 
Analoge und fur AMP sehr ahnlich, aber die V,,,-Werte unter- 
scheiden sich urn einen Faktor von ca. 10. Als Aktivator 
fur Phosphorylase b ist Adenosin-5'-phosphorothioat ebenso 
aktiv wie AMP. 

3. Cyclische Nucleosidphosphorothioate 

3.1. Uridin-2,3-O,O-cyclophosphorothioat ( 3 )  

Diese Verbindung existiert aufgrund des chiralen Phosphors 
in Form der beiden Diastereomeren. ( 3 a )  und ( 3 h ) .  Ihre 

endo exo 
G = Uracil 

Triathylammonium-Sake lassen sich durch Kristallisation 
trennen''! Das - bezogcn auf Ribose und Schwefel ~ mdo-Iso- 
mere (3 a )  kristallisiert. Durch eine Rontgen-Strukturanalyse 
konnten seine Struktur und Konfiguration aufgekllrt werden. 
Beide Isomere werden von RNase A gespalten, haben aber 
verschiedene Affinitaten zu diesem Enzym (K,-en- 
do=6.2 x 10- mol/l; K,-em= 50 x 10 
Diese Isomeren boten sich zur Klarung eines umstrittenen 
Schrittes bei der durch RNase A bewirkten Hydrolyse an. 
RNase A hydrolysiert Pyrimidinnucleosid-3'-phosphorsaure- 
ester, auch innerhalb eines Polymeren, in einem Zweistufen- 
mechanismuslZ1. Im ersten, leicht reversiblen Schritt wird 
durch Angriff der 2'-OH-Gruppe am Phosphor ein Pyrimidin- 
nucleosid-2',3'-cyclophosphat gebildet (Umesterung), im zwei- 
ten durch Angriff eines Wassermolekuls der cyclische Ester 
zum Pyrimidinnucleosid-3'-phosphat hydrolysiert (Hydroly- 
se). Am Beispielder Alkoholyse oder der Hydrolyse des Uridin- 

mol/l)[*'. 

2',3'-cyclophosphats ( 4 )  IaI3t sich sehen, da8 der Alkohol 
oder das Wasser im Prinzip an der der austretenden Gruppe 
(2'-OH) gegenuberliegenden Seite (,,in-line", gestrichelter Pfeil) 
oder von derselben Seite (,,adjacent", ausgezogener Pfeil) an- 
greifen konnen" '! 

U = l lracil  

Es wird allgemcin angenommen, dafi bei der Hydrolyse von 
funfgliedrigen cyclischen Phosphorsiureestern ein Intermediat 
mit pentakoordiniertem Phosphor durchlaufen wird, bei dem 
sowohl das eintretende Nucleophil als auch die austretende 
Gruppe in einer trigonalen Bipyramide apical angeordnet 
sind'' 'I. Der funfgliedrige Ring besetzt dabei je eine apicale 
und eine aquatoriale Position, so daB die austretende Gruppe, 
unter Umstanden erst nach Pseudorotation, immer in eine 
apicale Position gelangen kann. Der ,,adjacent"-Mechanismus 
erfordert eine Pseudorotation der pentakoordinierten Phos- 
phorzwischenverbindung, der ,,in-line"-Mechanismus dagegen 
nicht r 1  '1. 

OR 0 

, , i n  -line ' ' ,,adjacent" 

Wenn die absolute Konfiguration der Diastereomeren des 
Uridin-2',3'-O,O-cyclophosphorothioats (3 ) bekannt ist, sollte 
entschieden werden konnen, welcher der beiden Mechanismen 
zutrifft. Der Nachweis fur den hydrolytischen Schritt gelang 
durch Umsetzung des undo-Isomeren ( 3 a )  mit dem Enzym 
in "0-haltigem Wasser. Das Hydrolyseprodukt, [ lXO]-Uri- 
din-3'-phosphorothioat (51, wurde chemisch wieder zu Uridin- 
cyclophosphorothioat cyclisiert (,,in-line"-Mechanismus), und 
die durch Kristallisation getrennten Diastereomeren (3 a )  und 
( 3 b )  wurden auf ihren "0-Gehalt untersuchtl'"! Bei einem 
,,in-line"-Mechanismus sollte das ' '0  im rxo-lsomeren (3 h ) ,  
bei einem ,,adjacent"-Mechanismus im endo-Isomeren (3a )  zu 
finden sein. Tatslchlich war alles ' '0 im exo-Isomeren ( 3 h )  

I 

P 
1 "' ; \" 

endo e m  
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enthalten. Der zweite Schritt bei der enzymatischen Hydrolyse 
ist daher rnit dem ,,in-line“-Mechanismus erklarbar. 
Zur Untersuchung des Umesterungsschrittes wurde das endo- 
Isomere ( 3 a )  rnit dem Enzym in 20proz. wal3rigem Methanol 
zum Uridin-3’-thiophosphorsaure-methylester umgesetzt und 
die absolute Konfiguration des isolierten und kristallisierten 
Esters durch Rontgen-Strukturanalyse bestimmt [’”, 2 1  J. Bei ei- 
nem ,,in-line“-Mechanismus sollte dieser Methylester die R- 
Konfiguration, bei einem ,,adjacent“-Mechanismus die S-Kon- 
figuration haben. Die aus der Enzymreaktion isolierte Sub- 
stanz hat die R-Konfiguration. Usher untersuchte die Umeste- 
rungsreaktion des endo-Uridin-2‘,3’-cyclophosphorothioats 
( 3 a )  mit Cytidin. Das Produkt wurde alkalisch (,,in-line“) 
gespalten, das entstandene Uridin-3‘-phosphorothioat (5) wie- 
der chemisch zu Uridin-cyclophosphorothioat cyclisiert und 
die Konfiguration des entstandenen Isomeren durch Kristalli- 
sation und NMR-Spektrum bestimmt. Auch diese Ergebnisse 
sind mit einem ,,in-line“-Mechanismus vereinbar[22! 
Inwieweit lassen nun die an Phosphorothioaten erhaltenen 
Ergebnisse Riickschliisse auf den Mechanismus der Hydrolyse 
der natiirlichen Substrate, der Phosphate, zu? Da der K,-Wert 
der Analogen mit dem des Phosphdts ubereinstimmt und da 
sich die V,,,-Werte der Analogen von dem des Phosphats 
nur um einen Faktor von ca. 5 unterscheiden (den niedrigeren 
Wert findet man auch bei der alkalischen Hydrolyse des Phos- 
phats; er kann daher auf die geringe chemische Reaktivitat 
zuriickgefiihrt werden), spricht nichts dagegen, daB die Spal- 
tung der beiden Verbindungen nach demselben Mechanismus 
ablauft. 

isomeren Methylester sehr wenig unterscheiden, ist dieses Er- 
gebnis nicht ganz so zufriedenstellend wie das bei der RNase 
A erhaltene. 

3.3. Adenosin-3,5’-0,O-cyclophosphorothioat 

Adenosin-3‘,5’-cyclophosphat (CAMP) ist offenbar eine der 
vielseitigsten niedermolekularen Verbindungen in der Biolo- 
giecz41. Ganz abgesehen von den vielfaltigen regulatorischen 
Funktionen, die sie ausiibt und die fur den Biochemiker von 
Bedeutung sind, stellt diese Verbindung aber auch fur den 
mechanistisch interessierten Chemiker eine Herausforderung 
dar. Sie ist gegen alkalische und saure Hydrolyse sehr bestandig 
und wird in der Zelle durch eine spezielle Phosphodiesterase 
abgebaut. Der Mechanismus dieser enzymatischen Hydrolyse 
ist von besonderem Interesse. 
Wie bei der Besprechung des Uridincyclophosphorothioats 
(3) diskutiert (siehe Abschnitt 3.1), wird bei der Hydrolyse 
von cyclischen Phosphorsaureestern ein Tntermediat rnit pen- 
takoordiniertem Phosphor durchlaufen[”], bei dem sowohl 
das eintretende Nucleophil als auch die austreteride Gruppe 
apical angeordnet sind. Im Gegensatz zu funfgliedrigen wird 
bei sechsgliedrigen cyclischen Phosphorsaureestern aus steri- 
schen Griinden eine aquatorial-aquatoriale Anordnung des 
Ringes bevorzugt ~ e i n [ ~ ~ ] .  Auf welche Weise wird nun eine 
solche Anordnung enzymatisch hydrolysiert? Erv ingt  das 

3.2. Guanosin-2’,3-O,O-eyelophosphorothioat 

Analog zu Uridin-2’,3’-0,O-cyclophosphorothioat ( 3 a ) ,  ( 3 b )  
existiert auch das Guanosin-2’,3’-O,O-cyclophosphorothioat 
(6) als endo- und ex0-1someresI~~~. Versuche, die Isomeren 
zu trennen, waren nicht erfolgreich. Der Vergleich ihrer 31P- 

0 

NMR-Spektren rnit denen der Uridin-Derivate, ( 3 a )  und 
( 3 6 ) ,  bei denen die Zuordnung der Konfiguration zu den 
Signalen gelang, gestattete es jedoch auch hier, die Isomeren 
zu identifizieren. Bei der Umsetzung des Gemisches der Diaste- 
reomeren von (6) mit RNase T1 in H 2 0  und Methanol 
wird nur das endo-Isomere angegriffen. Die chemische Ver- 
schiebung (A&) des bei der Urnesterung erhaltenen Guanosin- 
3’-thiophosphorsaure-methylesters ist ebenso groD wie die des 
Uridin-3’-thiophosphorsaure-methylesters der R-Konfigura- 
tion, den man bei der Umsetzung von endo-Uridin-2’,3’-0,0- 
cyclophosphorothioat (3 a )  und RNase in waDrigem Methanol 
erhalt. Das lafit den SchluB zu, daB auch die RNase TI nach 
dem ,,in-line“-Mechanismus, jedenfalls beim Umesterungs- 
schritt arbeitet. Da sich die chemischen Verschiebungen der 

A = Adenin 

Enzym eine apical-aquatoriale Anordnung, eventuell uber ei- 
nen PseudorotationsprozeB? Auch hier sollten die Diastereo- 
meren des Adenosin-3’,5’-O,O-cyclophosphorothioats (7) hilf- 
reich sein. 
Nach Aussage des 31P-NMR-Spektrums liegen die beiden 
Diastereomeren im Verhaltnis von ca. 1 : 1 vor; eine zufrieden- 
stellende Trennung durch Kristallisation ist aber noch nicht 
gelungen[26! D a  die Isomeren aber leicht kristallisieren, sollte 
die Trennung im Prinzip moglich sein. Die Ergebnisse der 
Hydrolyse des Isomerengemisches mit den Phosphodiestera- 
sen aus Rinderherz und Dictyostelium discoideum[’’] deuten, 
wenn iiberhaupt, nur auf einen kleinen Unterschied der Hydro- 
lysegeschwindigkeit der beiden Isomeren hin; sie ist urn den 
Faktor von ca. 50-100 kleiner als bei Adenosin-3’,5‘-cyclophos- 

Selbstverstandlich interessiert auch, welche Funktionen des 
cAMP die Analogen ausiiben konnen. Mit Hilfe der Analogen 
hofft man die CAMP-Aktivitaten in biologischen Systemen 
differenzieren zu konnen. Analoge, die langsam enzymatisch 
hydrolysiert werden, aber dennoch zum mindesten einige 
Redktionen eingehen, sind besonders gefragt. Adenosin-3‘,5‘- 
0,O-cyclophosphorothioat ( 7 )  gehort zu dieser Klasse von 
Analogen, da es langsamer als cAMP abgebaut wird, aber 
z. B. Protein-Kinase fast ebenso gut wie cAMP stimuliert[261 
und auch chemotaktisch in Dictyostelium discoideum fast eben- 
so aktiv ist wie  CAMP''^'. 

phdt. , 
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4. Adenosin-5'-0-(1-thiodiphosphat) (ADPaS) und Ade- 
nosh-5'-0-(1-thiotriphosphat) (ATPaS) 

ADPaS (8) und ATPaS ( 9 )  lassen sich ohne Schwefelverlust 
entgegen unseren fruheren Ergebnis~en[*~I aus Adenosin-5'- 
phosphorothioat durch Aktivierung rnit Diphenylphospho- 
rochloridat und Reaktion rnit Diphosphorsaure oder Phos- 
phorsaure ~ynthetisieren[~'! Auch (8) und (9) existieren in 
Form zweier Diastereomerer, die sich z. B. durch ihre Reaktivi- 
tat gegeniiber einigen Kinasen unter~cheiden[~~]  und die man 
auch durch Hochdruckflussigkeitschromatographie analy- 
tisch trennen kannt3', 321. 

0 0 s  
II II I1 

00-P-0-P-0 00-P-0-P-0-P-0 
&H 

(a), A L ) P ~ S  (9 ) .  ATPUS 

A = Adenin 

Die Reaktion des chemisch synthetisierten Gemisches der Dia- 
stereomeren A + B von ADPaS (8) mit Phosphoenolpyruvat 
und Pyruvat-Kinase fuhrt unter ca. 50proz. Umsetzung zur 
Bildung von ATPaS (9A).  Dieses so synthetisierte ATPaS 
wird von Nucleosiddiphosphat-Kinase - in Gegenwart eines 
Nucleosiddiphosphats - und von Myokinase - in Gegenwart 
von AMP - sehr rasch zu ADPaS gespalten. Phosphoryliert 
man ADPaS in Gegenwart von Acetat-Kinase und Acetyl- 
phosphat, so erhalt man vorzugsweise ATPolS (9B),  das von 
Nucleosiddiphosphat-Kinase und Myokinase nur auBerst 
langsam gespalten wird. Der Verdacht liegt nahe, daB es sich 
bei diesen unterscheidbaren ATPaS-Praparationen um die 
beiden geforderten Diastereomeren handelt. 

> ATPaS (A) + ADPUS (B) ADP.IS (A + B) Phosphoenolpyruvat 
Pyruvat-Kinase 

( 8 )  ( 9 A )  ( 8 8 )  

In der Tat wird chemisch' synthetisiertes ATPaS ( Y )  auch 
nur zu 50 von Myokinase und Nucleosiddiphosphat-Kinase 
gespalten. Durch Hochdruckflussigkeitschromatographie las- 
sen sich beim chemisch synthetisierten ATPolS in der Tat 
zwei Isomere nachweisen, bei den enzymatisch erhaltenen Pra- 
parationen aber jeweils nur ein is om ere^^^^-^^^. Das rnit Pyru- 
vat-Kinasegewonnene wird als Isomeres A, das rnit Acetat-Ki- 
nase erhaltene als Isomeres B bezeichnet. Mit Hexokinase 
zeigen beide Isomere des ATPaS recht ahnliche K,-Werte, 
doch hat das Isomere A einen ca. lOOmal groReren Vm,,-Wert 
als das Isomere BL3']. 
Die Synthese von vorzugsweise einem der Isomeren durch 
vcrschiedene Kinasen laRt den SchluB zu, daB die Substratbin- 
dungsstellen dieser Kinasen unterschiedliche Geometrie ha- 
ben. Durch Vergleich einer Reihe von Kinasen 1aBt sich auf 
diese Weise die Ahnlichkeit ihrer Substratbindungsstellen er- 
mitteln. 
Nicht nur Kinasen zeigen diese Stereospezifitat. Auch Phenyl- 
alanyl-tRNA-Synthetase aus B a ~ k e r h e f e ~ ~ ~ '  nimmt nur das 
Isomere A des ATPaS als Substrat. DNA-abhangige RNA- 
Polymerase aus E. und die tRNA-Nucleotidyl-Trans- 

ferase aus B a ~ k e r h e f e ' ~ ~ .  ' I  hingegen scheinen keine ausge- 
pragte Stereospezifitat gegenuber den Isomeren des ATPaS 
zu besitzen. 
Fuhrt man die Polymerisation von ATPaS und UTPaS rnit 
der DNA-abhangigen RNA-Polymerase aus E .  coli in Gegen- 
wart von Poly-d(A-T) durch, so kann man ein doppelstrangiges 
Poly-r(A-U)-Analoges, bei dem jede Phosphatgruppe ein 
Schwefelatom enthalt, [Poly-r(SASU)], i ~ o l i e r e n [ ~ ~ ~ .  Diese 
Doppelhelix ist thermisch ebenso stabil wie das nicht modifi- 
zierte Polymere. Von Nucleasen wird sie aber langsamer abge- 
baut. Poly-r(SASU) zeigt sich in Zellkulturen von mensch- 
lichen Fibroblasten und im Kaninchen bei der Induktion 
von Interferon dem Poly-r(A-U) deutlich uberlegen[3*". Ahn- 
liches gilt fur das Poly-r(I-C)-AnaI~ge[~~~. Es ist denkbar, daB 
dies auf die wahrscheinlich langere Lebensdauer der modifi- 
zierten Polymeren in der Zellkultur bzw. im Tier zuruckzufuh- 
ren ist. Es IaRt sich aber nicht ausschlieBen, daR andere Effekte, 
z. B. hohere Affinitat der Analogen zu einem Receptor, dafur 
verantwortlich sind. Die Toxizitat von Polynucleotiden scheint 
mit ihrer Fahigkeit zur Induktion von Interferon parallel zu 
gehen1401. 
Die Analogen dATPaS und dTTPaS konnen auch fur die 
Replikation von @X 174-DNA in durch Atherbehandlung per- 
meabilisierten E.-coli-Zellen verwendet werdenL411. Diese 
DNA wird auch durch Ligase zu RFI-Partikeln (circulare 
Doppelstrange) geschlossen. In Spharoplasten la& sich zeigen, 
daB das modifizierte RF-Material offenbar auch infektios ist. 
Das Gemisch der Isomeren des ATPaS ( 9 )  sowie des ATPPS 
(1 1) (siehe Abschnitt 5) wird an Mitochondrienmembranen 
aus Rattenleber sowohl in Ab- als auch Anwesenheit von 
Atractylosid geb~nden[~ ' !  Die entsprechenden Diphos- 
phatanalogen, ADPclS (8) und ADPPS ( lo ) ,  konnen in diesem 
System nicht oxidativ phosphoryliert werden. Sie sind kompe- 
titive Inhibitoren fur diesen ProzeB. Die Analogen ADPaS, 
CDPclS und ADPpS sind Substrate der E.-coli-Ribonucleotid- 
Reduktase mit ahnlichen K,-Werten wie die entsprechenden 
naturlichen Diphosphate, aber stark verringerten V,,,-Wer- 
ten!431. Das heil3t : Die modifizierten Substanzen werden zwar 
ebenso gut wie die naturlichen Substrate gebunden, doch ver- 
lauft die Reaktion vie1 langsamer, obwohl sie sich am unveran- 
derten Teil des Molekuls abspielt. Diese herabgesetzte Reak- 
tionsgeschwindigkeit mag auf eine inkorrekte Bindung, die 
eine optimale Anordnung der reaktiven Gruppen verhindert, 
zuruckzufuhren sein. 

5. Adenosin-5'-0-(2-thiotripbosphat) (ATPBS) 

Auch ATPpS ( 1  1 ) existiert in Form der Diastereomeren A 
und B, die sich aus Adenosin-5'-0-(2-thiodiphosphat) (ADPPS) 

d H  d H  OH OH 

( l o ) ,  AD P$S ( l l ) ,  ATP$S 

A = Adenin 

(10) rnit Pyruvat-Kinase (Isomeres A) und Kreatin-Kinase 
(Isomeres B) darstellen l a ~ s e n ' ~ ~ !  Diese beiden Isomeren unter- 
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scheiden sich hauptsachlich durch ihre Reaktion rnit Myosin. 
Das Isomere A wird recht schnell, das Isomere B nur extrem 
langsam gespalten. Das Verhalten anderer ATPasen ist bis 
jetzt noch nicht untersucht worden. 

6. Adenosin-S-0-(3-thiotriphosphat) (ATPyS) 

Zu den vielseitigsten Nucleosidphosphorothioaten gehort 
ATPyS (I  2)[441. Dieses ATP-Analoge wird durch Phosphata- 
sen nur extrem langsam gespalten. Der Geschwindigkeitsun- 
terschied gegenuber ATP betragt ca. drei GroBenordnungen 
und ist damit ahnlich groB wie der Unterschied bei der Hydro- 
lyse von AMP und Adenosin-5'-phosphorothioat ( I  ). 
Man hatte urspriinglich gehofft, daB ATPyS auch durch ATPa- 
sen generell ahnlich langsam gespalten wird und dieses Analo- 
ge daher in biologischen Systemen, bei denen solche ATPasen 
storend wirken, anstelle von Adenylylimidodiphosphat 

A = Adenin  

(AMPPNP) verwendet werden konnte. Es stellte sich aber 
heraus, daR das Verhaltnis der Abbaugeschwindigkeit von 
ATPyS und derjenigen von ATP je nach ATPase verschieden 
ist. Ein System, in dem ATPasen notorisch storen, ist das 
ATP-Cyclase-System. Bei dieser Reaktion wird ATP zu CAMP 
cyclisiert ; die ATPasen spalten offensichtlich das Substrat. 
Auch ATPyS ist in einem solchen System ails Rattenhirn 
ein gutes S ~ b s t r a t ' ~ ~ ] .  Es wird aber sehr schnell abgebaut, 
so daB es keine entscheidenden Vorteile gegenuber dem stabi- 
len AMPPNP bringt, obwohl es offenbar in einigen anderen 
Cyclase-Systemen ein besseres Substrat ist. Auch von der AT- 
Pase des Sarcoplasmatischen Reticulums wird ATPyS schnell 
gespaltenl"']. 
Im Gegensatz dazu wird ATPyS durch die mikrosomalc 
Na'/K +-ATPase extrem langsam, wenn iiberhaupt, hydroly- 
siert'"']. Von dieser ATPase ist be.kannt, daB sie im ersten 
Schritt das Enzym phosphoryliert und ini zweiten das phos- 
phorylierte Enzym dephosphoryliert. Mit [ 35S]-ATPyS sollte 
es moglich sein zu zeigen, ob das Enzym auch thiophosphory- 
liert wird. Das wurde unter Umstiinden die Moglichkeit croff- 
nen, das Enzym im Zwischenzustand der (Thio)-Phosphorylie- 
rung ,,einzufrieren" und zu untersuchen, in welcher Weise 
es sich vom nicht-phosphorylierten Enzym unterscheidet. 
In einem anderen System konnte dieses Einfrieren eines phos- 
phorylierten Zwischcnzustandes rnit Hilfe von ATPyS demon- 
striert ~ e r d e n [ ~ ' I .  Kaninchenmuskcl-Phosphorylasc wird 
durch ATP unter Bcteiligung ciner Phosphorylase-Kinase zu 
Phosphorylasea phosphoryliert und ist dann imstande, Glyko- 
gen xu spalten. Durch cine Phosphorylase-a-Phosphatasc wird 
das LJnzym wicder zu Phosphorylase b dephosphoryliert und 
damit inaktiviert, d. h. seine Aktivitat in dcr Zelle reguliert. 
Mit ATPyS gelingt die enzymatische Ubcrtragung des Thio- 
phosphatrestes auf Phosphorylase, so daB man ein Thioanalo- 
ges der Phosplror-ylase u erhiiltl"! Dieses Analoge ist so aktiv 
wit. Phosphatase a bei der Spaltung von Glykogen. wird aber 
VOR der Phosphatasc. wenn iiberhaupt, nur extrcm langsam 

abgebaut. Auch die Phosphorylase-Kinase kann durch eine 
CAMP-abhangige Protein-Kinase durch Phosphorylierung rnit 
ATP aktiviert werden. Bei dieser Reaktion laBt sich ATP 
ebenfalls durch ATPyS ersetzen. Man erhalt eine aktivierte, 
vermutlich nicht durch die entsprechende Phosphatase hydro- 
lysierbare Phosphorylase-Kinase. 
Hier hat man Falle, in denen die thiophosphorylierten, aktiven 
Enzyme getrennt untersucht werden konnen, was besonders 
in biologischen Systemen, z. B. den Glykogenpartikeln, von 
Interesse ist. Da eine Reihe von Enzymen durch den Zyklus 
Phosphorylierung-Dephosphorylierung reguliert werden, laBt 
sich hier eine interessante Anwendungsmoglichkeit fur ATPyS 
voraussehen. 
Wichtig fur Untersuchungen, in denen der Thiophosphatrest 
ubertragen wird, ist die Zuganglichkeit von [ 'S]-ATPyS. 
Die fur den y-Phosphataustausch von ATP ausgearbeitete 
enzymatische Methode mit Phosphoglycerat-Kinase["8' laBt 
sich auch auf ATPyS iibertragen. Durch Anderung der Ver- 
suchsbedingungen gelingt es, [ 35S]-Thiophosphat auf diese 
Weise in ATPyS einzufiihren" ['"CI- oder C3H]-ATPyS 
1aBt sich aus entsprechend markiertem ADP durch Thiophos- 
phattransfer rnit Myokinase oder Nucleosiddiphosphat-Kina- 
se dar~tellen[~'". Es sollte hier erwahnt werden, daB Thiophos- 
phat nicht wie Phosphat einen blauen Ammoniummolybdat- 
Komplex bildet und daB es im Gegensatz ZLI Phosphat von 
Aktivkohle adsorbiert wird. Diese Methoden entfallen daher 
zur Bestimmung von Hydrolysedaten fur ATPyS. 

Ein anderes System, in dem das Verhalten von ATPyS einge- 
hend untersucht wurde, sind isolierte Muskelfasern und die 
an der Kontraktion beteiligten Proteine Actin und Myosin. 
Das Interesse an diesem System konzentriert sich in vielen 
Arbeitskreisen zur Zeit darauf, die Beziehung zwischen chemi- 
scher Reaktion (Hydrolyse von ATP durch Myosin) und 
mechanischer Arbeit (Kontraktion des Muskels) hcrzustellen. 
Lymn und Tajdor entwickelten ein Modell (Abb. bei 
dem durch Anlagerung von ATP an die Myosinkopfe Actin 
vom Myosin abdissoziiert, ohne daB der Winkel der Kopfe 
zum Myosin (45") verandert wird. Durch die Hydrolyse des 
ATP zu ADP uiid Phosphat richten sich die Kopfe auf, und 
Myosin und Actin konnen sich wieder verbinden. Bei diesem 
Schritt dissoziieren die Hydrolyseprodukte ab, und die eigent- 
liche mechanische Arbeit, die Bewegung des Actinfilaments 
relativ zum Myosinfilament mit Hilfe der Myosinkopfe, d. h. 
die Kontraktion, findet statt. In Abwesenheit von ATP geht 
der Muskel in den Rigor-mortis-Zustand ubcr. Bei Anwesen- 
heit von ATP kann der Zyklus wieder von vorne beginnen, 
d. h. der Muskel befindet sich im Zustand aktiver Kontraktion. 
Entscheidend in diesem Zyklus ist, daO die Anlagerung von 
ATP an die Myosinkopfe lediglich eine Abdissoziation vom 
Actinfilament, aber keine Aufrichtung der Kopfe bewirkt. Mit 
ATP-Analogen, die von Myosin nicht oder nur langsam gespal- 
ten werden, sollte man diesen Vorschlag testen konnen. voraus- 
gesetzt, daB diese dem ATP vergleichbar gebunden werden 
und die Kinetik der einzelnen Schritte wahrend der Hydrolyse 
der Analogen bekannt ist. Dariiber hinaus mu0 eine Methode 
zur Vcrfiigung stehen, nm solche Vcriinderungen an der Mus- 
kelfaser zu beobachten. Letzteres ist mit Hilfe der Riintgendif- 
fraktionsmethode moglich. 

Von den ATP-Analogen AMPPNP, AMPCH 2PP und ATPyS, 
die im Prinzip fur solche Untersuchungen herangezogen wer- 
den kiinnen, sei hier nur ATPyS cingehender diskutiert. In 
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ATP-Hydrolyse - n . 
* 

-ADP 
- P  . 

[Rigor rnortisl 

-c- = Actinfi lament = = Myosinf i iarnent 

Ahb. 1. Lymn-Taylor-Modcll f i r  das  Actin-Myosin-System. Einzelheiten siehe 
Text (nach [SO]). 

Gegenwart von ATPyS erschlaffen Muskelfasern, konnen aber 
nach Zugabe von CaZ+ nicht mehr kontrahieren["'. Aufgrund 
der Geschwindigkeit, milder es an Myosin oder das Myosin- 
Subfragment 1 angelagert wird, scheint ATPyS dem ATP ahn- 
licher zu sein als die beiden anderen A n a l ~ g e n [ ~ ~ ~ .  Eingehende 
kinetische Untersuchungen in Penthams Laboratorium in Bri- 
stol haben gezeigt, da13 der wesentliche Unterschied zwischen 
ATP und ATPyS darin besteht, daR der eigentliche Hydrolyse- 
schritt beim ATPyS ca. 1000mal langsamer ist. Somit ist nicht 
mehr die Produktdissoziation wie beim ATP, sondern der 
Hydrolyseschritt geschwindigkeitsbestirnmend['"]. Im statio- 
naren Zustand sollte daher der Komplex ATPyS. Myosin (und 
nicht ADP.Myosin wie beim ATP) vorherrschend sein. Das 
sollte dann wie oben geschildcrt erlauben, die Orientierung 
der Myosinkopfe im Zustand der ATP-Anlagerung zu bestim- 
men. Solche rontgenstrukturanalytischen Untersuchungen 
sind in Holrnes Laboratorium in Hcidclbcrg im Gang""]. 
Die dort erhaltenen Ergebnisseissl lassen sich aber eher rnit 
einer 90"-Stellung der Myosinkopfe vereinbaren und passen 
somit nur in ein modifiziertes Lymn-Taylor-Schema. 
Das erwahnte kinetische Schema ist von Trentham erweitcrt 
worden und sol1 hier nur insoweit besprochen werden, als 
ATPyS dabei verwendet wurde. Bei der Bindung von ATP 
an das Myosin-Subfragment 1 erhoht sich die Fluoreszenz 
des Proteins. Zur Entscheidung der Frage, ob diese Anderung 
der Fluorcszenzaufder Bindung dcs Nucleotids an das Protein 
beruht, auf einer Konformationsanderung des binaren Kom- 
plexes Protein-Nucleotid odcr auf dcr Hydrolysc von ATP, 
war die gcringe Geschwindigkeit des Hydrolyseschritts von 
ATPyS (k = 0.2 s I )  im Gegensatz zu dem des ATP (ca. 160 s ') 
hilfreich. Da die Geschwindigkeit der Fluoreszenziinderung 
(400 s ') fur beide Substanzen gleich, die Hydrolysegeschwin- 
digkeit aber stark unterschiedlich ist, lie13 sich die Fluoreszenz- 
Bnderung einer Konformationsinderung des binaren Kom- 
plexes zuordnenl"! Dies kann auch fur die oben geschilderte 
Stellung der Myosinkopfe und daniit fur den Zusammenhang 
zwischen chemischer Rcaktion und mechanischer Arbeit von 
Bedeutung sein. 

7. SchluBbetrachtung 

Diesc Betrachtungen zeigen, daB Nucleosidphosphorothioate 
recht unterschiedliche Eigenschaften bei der Wechselwirkung 

rnit Enzymen zeigen. Sic konnen kompetitive Inhibitoren oder 
aber auch Substrate - in vielen Fallen rnit stark verringerten 
Reaktionsgeschwindigkeiten gegenuber den normalen Sub- 
straten ~ scin. Das trifft auch oft dann zu, wenn sich die 
eigentliche chemische Reaktion nicht am Thiophosphatrest 
abspielt. Gemeinsam scheint allen bis jetzt untersuchten Syste- 
men zu sein, daR die Affinitaten der Nucleosidphosphorothioa- 
te und der naturlichen Substrate zu einem bestimmten Enzym 
wenn nicht gleich, so doch sehr ahnlich sind. Weiterhin scheint 
in fast allen Systemen die Reaktionsgeschwindigkeitskonstante 
des chemischen Schrittes (wenn das auch nirgends so eindeutig 
gezeigt ist wie beim Myosin, sondern meist nur die V,,,-Werte 
erfant wurden) mehr oder weniger herabgesetzt zu sein, wobei 
die Unterschiede von Enzym zu Enzym variieren. Eine Voraus- 
sagc uber das Verhalten eines noch nicht untersuchten Enzym- 
systems gegeniiber Nucleosidphosphorothioaten scheint zur 
Zeit noch sehr gewagt. Das spiegelt sicher unsere begrenzte 
Einsicht in die meisten Enzymsysteme wider. 
Der Vorteil der Nucleosidphosphorothioate gegenuber ande- 
ren phosphatmodifizierten Nucleotidanalogen liegt wohl gera- 
de darin, daR sic in vielen Fallen keine kompetitiven Inhibito- 
ren, sondern Substrate rnit allerdings oft verringerten Reak- 
tionsgeschwindigkeiten sind. Diese Eigcnschaften, die Existenz 
von Didstereomeren, die Fahigkeit, den Thiophosphatrest des 
ATP-Analogcn zu ubertragen und die Moglichkeit, Nucleosid- 
mono-, -di- und -triphosphate zu modifizieren, eroffnen dieser 
Gruppe von Analogen ein weites. Anwendungsfeld, wie in 
diesem Fortschrittsbericht zu zeigen versucht wurde. Es bleibt 
abzuwarten, o b  sie sich auch bei der Untersuchung komplizier- 
terer Systeme, z. B. Membranen oder Zellkulturen, weiterhin 
bewlhren werden. 

Vielen Freuntlen i r n d  Kdlrgen  in diesern Institiit iirztl in i)ic/en 
underrn irn 117- untl Aii.slunrl bin ich zii Dank iwpflichtet f u r  
Anregungen, Kritik, nzethodische Hilfin und die Berritschafi 
zzir Zusummenarbeit, ohrze die die Nucleosirlphosphorothioate 
niernrils diese I/c.rbrritung und Bedeutung hiitten gtwinnen kiin- 
nen. Allen Mitarbeitern bin ich riariiher hinuusfir ihrrn tutkrufti- 
yen Einsatz dankbar, iier das Zustunrlekornmrn rliesrr Arbeiten 
erst ermiiglicht hat. Der Drutschen Forsr~hung.sgrmrin.scha~ dun- 
ke ich ,Fir d ie  jkznzielle Unterstiitzuny. 
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Hochdruck-kinetische Untersuchungen in der Organischen und Makro- 
molekularen C hemie [* *I 

Von GCrard Jenner [*I 

Kinetische Untersuchungen bei hohen Drucken sind ein sehr niitzliches Verfahren zur Aufklarung 
des Mechanismus einer Vielfalt organischer Reaktionen. Sie geben beispielsweise bei pericycli- 
schen, Mentshutkin-, Kafig- sowie Polymerisationsreaktionen Auskunft iiber die Beschaffenheit 
und die Position des Ubergangszustands entlang der Reaktionskoordinate. Die Deutung der 
Ergebnisse setzt jedoch voraus, daS verschiedene, die Struktur des Ubergangszustands bestim- 
mende Effekte (elektrostatische, sterische, Orbitalbeitrage etc.) anteilmal3ig getrennt werden 
konnen. 

1. Einleitung 

Druck beeinfluRt die Geschwindigkeit chemischer Reaktionen 
in der Gasphase und in kondensierter Phase: 
1. Kompression des Reaktionsmediums bewirkt eine 
Konzentrationserhohung der reagierenden Molekiile. 
2. Die intermolekularen Diffusionsvorgange werden unter 
Druck verandert. 
3. Druck komprimiert die Molekiile selbst, verformt die ,,Elek- 
tronenwolken" und beeinfluBt die StoShlufigkeit. 
In der dichten fliissigen Phase, in der der zur Bildung des 
Ubergangszustandes verfiigbare Raum ohnehin beschriinkt 

["I Dr. G. Jenner 
Laboratoire de Chimie Organique Appliquke, 
Institut dc Chimie de I'Universit6 
F-67008 Strashourg-Ccdex, BP 296iR8 (Frankreich) 

[**I Nach einem Vortrag beim 12. Jahrestreffen der European High Pressure 
Research Group in MarburgILahn. Mar, 1974. 

ist, iibertrifft der DruckeinfluB auf die Reaktionsgeschwindig- 
keit alle ubrigen Effekte. 
Die Hochdruck-Thermodynamik von Losungen ist wohlbe- 
kannt und braucht hier nicht im einzelnen dargestellt zu wer- 
den. Die grundlegenden Beziehungen zur Beschreibung von 
Gleichgewichten in der kondensierten Phase konnen durch 
das Aktivierungsvolumen AV * ausgedriickt werden: 

(1) 
aAG* AV* [%IT = - [mjlT = - RT 

( 3 )  

Hierin sind AG* (Freie Enthalpie), AH * (Enthalpie) und AS * 
(Entropie) die den Ubergangszustand charakterisierenden Ak- 
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