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Von Friedrich von der Haar, Hans-Joachim Gabius und Friedrich Cramer!”

Professor Hans Herloff Inhoffen zum 75. Geburtstag gewidmet

Das ,,mafgeschneiderte” Arzneimittel ist ein alter Traum seit Paracelsus’: ,,Dosis sola facit ve-
nenum®. Ein ideales Pharmakon sollte den pathologischen Vorgang oder den parasitiren Or-
ganismus maximal inhibieren und dabei den menschlichen Kérper minimal schidigen. Um
dieses Ziel zu erreichen, mufB man versuchen, metabolische Unterschiede zwischen dem patho-
logischen bzw. parasitiren und dem normalen menschlichen Stoffwechsel gezielt auszunutzen.
Dies erscheint heute aufgrund der vertieften Kenntnisse enzymatischer Vorginge ein mogli-
cher, sogar vielversprechender Weg. Das Pharmakon sollte dabei an einem zentral wichtigen
ProzeB eingreifen. Ein solcher ProzeB ist die Proteinbiosynthese, bei der die erforderliche Ge-
nauigkeit im Zusammenbau der Makromolekiile durch den Vorgang des ,,Korrekturlesens* er-
reicht wird. Es zeigt sich, daB dieser Mechanismus je nach Spezies verschieden verlduft.

1. Einleitung: Ist eine rational zielorientierte
Arzneimittelsynthese moglich?

... hier handelt es sich um das Problem, einen von be-
stimmten Parasiten infizierten Organismus dadurch zu hei-
len, daB man die Parasiten innerhalb des lebenden Organis-
mus zur AbtStung bringt, also den Organismus sterilisiert,
mit Hilfe von Substanzen, die in der Retorte des Chemikers
entstanden sind“!",

,,Will man experimentell an das Studium der Frage heran-
treten, so muf3 man zuniichst Substanzen suchen, die 1. im
Reagenzglas stark entwicklungshemmend oder abtotend auf
Bakterien wirken, 2. praktisch ungefihrlich fiir den Organis-

[*] Priv.-Doz. Dr. F. von der Haar, Dipl.-Biochem. H.-J. Gabius,
Prof. Dr. F. Cramer
Max-Planck-Institut fiir experimentelle Medizin, Abteilung Chemie
Hermann-Rein-Strafie 3, D-3400 Gottingen
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mus sind, die schlieBlich 3. die Desinfektionswirkung auch
im Organismus beibehalten*!?,

So schrieb Paul Ehrlich vor 75 Jahren, im selben Jahre, als
der Forscher geboren wurde, dem dieser Beitrag gewidmet
ist. Die damals weit vorausschauenden Forderungen sind bis
heute nur zum geringsten Teil erfillt worden. Zwar hat die
pharmazeutische Forschung eine groBe Anzahl hervorra-
gend wirksamer Mittel geschaffen, dies jedoch auf recht we-
nig rationale Weise. Die meisten Pharmaka wurden durch
gewaltige “Screening”-Programme unter Tausenden von
Verbindungen herausgefunden oder verdanken ihre Entdek-
kung dem Zufall®!, Auch die Wirkungsweise vieler Pharma-
ka war zunichst unbekannt und ist es zum Teil heute noch.
Ein gutes Beispiel hierfiir ist Aspirin (Acetylsalicylsiure), das
mit Abstand am meisten verwendete Arzneimittel. Aspirin
wurde 1899 registriert; seine Wirkungsweise, die Inhibition
der Synthese der Prostaglandine bzw. der Prostaglandin-Cy-
clooxygenase, wurde aber erst 1971 bzw. 1975 aufge-
kldrt!*3),

Die biochemische und molekularbiologische Forschung
hat in den letzten Jahren wesentliche Reaktionsabliufe in
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Zellen und Organismen aufgeklirt und damit der gezielteren
Synthese von Pharmazeutika ein weites Feld er6ffnet. Den-
noch gibt es, wie Konig™! in seiner vor kurzem erschienenen
Ubersicht schilderte, erst fiir etwa ein Drittel aller Erkran-
kungen zufriedenstellende Heilmittel!®,

Nachdem der Wirkungsort fiir ein spezifisches Heilmittel
einmal an einem Modellorganismus oder Versuchstier ge-
klirt worden ist, kann man erwarten, daB Wirkungsweise
und Wirkungsstiirke sich je nach Organismus durchaus un-
terscheiden mogen. Beispielsweise sind Pyrimethamin, Tri-
methoprim und Methotrexat Inhibitoren des essentiellen En-
zyms Dihydrofolat-Reduktase. Pyrimethamin erwies sich ge-
gen das Enzym von Plasmodien 3600mal wirksamer als ge-
gen das Enzym aus menschlichem Gewebe. Daher kann man
Pyrimethamin als Antimalariamittel gegen das Plasmodien-
stadium verwenden. Trimethoprim ist gegen die Dihydrofo-
lat-Reduktase aus Bakterien 60000mal wirksamer als gegen
das menschliche Enzym und eignet sich somit als ein anti-
bakterielles Mittel. Methotrexat hat eine ganz allgemeine
starke Aktivitit gegen Dihydrofolat-Reduktase auch aus
menschlichem Gewebe und kann daher als antineoplasti-
sches Mittel verwendet werden!”). Hitte man vorher die ge-
naue Inhibitionskinetik dieser drei Substanzen in bezug auf
die verschiedenen Enzyme gewuBt, so hitte man im Prinzip
die spezifische Wirkungsweise von Pyrimethamin, Trime-
thoprim und Methotrexat voraussagen kénnen. Auf diese
Weise wire — rein theoretisch — durch eine vollstindige
Kenntnis der in-vitro-Situation und der Wirkungsweise der
beteiligten Enzyme allein durch biochemische Untersuchun-
gen eine ,,Volltreffer“-Arzneimittelsynthese moglich gewe-
sen. Die Forderung von Ehrlich: ,,im Reagenzglas stark hem-
mend fiir den Parasiten, aber praktisch ungeféhrlich fiir den
Organismus* lieBe sich bei einer guten Kenntnis der Eigen-
schaften der betreffenden Enzyme von Parasiten und Wirt in
vitro klaren. Zweifellos gibt es solche Unterschiede, die sich
um so stirker auswirken werden, je mehr die beteiligten En-
zyme eine Schliisselstellung einnehmen. Hier scheint uns
eine wichtige Aufgabe fiir den forschenden Biochemiker in
der pharmazeutischen Industrie zu liegen, nimlich die Un-
terschiede in der Wirkungsweise einiger Schliisselenzyme so
herauszuarbeiten, daB man mit speziell dafur konstruierten
Antimetaboliten gezielt eingreifen kann. Dieses Vorgehen
hat unldngst Cohen vorgeschlagen und mit Beispielen belegt;
er nennt es: ,, Volltreffer“- Arzneimittelsynthese (target direc-
ted drug synthesis)®,

2. Aminoacyl-tRNA-Synthetasen als Zielenzyme

Bei Infektionskrankheiten soll nur das eindringende Pa-
thogen, nicht aber der Wirt geschiddigt werden. Ein mogli-
ches Zielenzym fiir ein Heilmittel mu8 daher eine solch ge-
wichtige Rolle im Lebenszyklus des Pathogens spielen, da3
seine Storung zu einer Wachstumshemmung des Pathogens
fiihrt. Es ist nicht notig, den Eindringling total zu vernichten.
Er muB nur so weit zuriickgedringt werden, daf3 die Selbst-
verteidigungsmechanismen des Wirts die Infektion unter
Kontrolle bekommen konnen. Man kann dies einmal durch
Anwendung von Inhibitoren fiir Schliisselenzyme des Meta-
bolismus erreichen. Eine andere Mdoglichkeit, die vielleicht
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noch wirksamer sein wiirde, bestiinde darin, Substrat-
Analoga anzubieten, die von Enzymen zu falschen Produk-
ten umgesetzt werden, und ihre Wirksamkeit erst in spateren
Schritten entwickeln. Im Idealfall wiirde es so, unabhingig
vom primiren Enzym, zu einer Stérung an vielen wichtigen
Stellen des Metabolismus kommen. Unter diesem Gesichts-
punkt scheinen uns die Aminoacyl-tRNA-Synthetasen be-
sonders geeignete Kandidaten fiir eine zielgerichtete rationa-
le Arzneimittelentwicklung zu sein.

Jeder Organismus enthilt mindestens 20 Aminoacyl-
tRNA-Synthetasen, entsprechend den 20 bei der Proteinbio-
synthese verwendeten Aminosduren. Jedes Enzym ist spezi-
fisch fiir eine Aminosiure. Diese wird von ihrem Enzym ge-
bunden, unter Verbrauch von einem Aquivalent Adenosin-
triphosphat (ATP) aktiviert und schlieBlich mit dem 3’-ter-
minalen Adenosin einer spezifischen Transfer-Ribonuclein-
sdure (tRNA) verestert. Die aminoacylierte tRNA wird dann
unter Mitwirkung weiterer Proteine in das ribosomale Sy-
stem eingeschleust, wo die Peptidbindungen gekniipft wer-
den (Abb. 1, oberer Teil). Im ribosomalen System wird die
Position einer Aminosédure in der wachsenden Peptidkette
nur durch die Codon-Anticodon-Wechselwirkung bestimmt.
Es findet hier keine Kontrolle der Aminosdure mehr statt.
Die spezifische Verkniipfung einer Aminosiure mit dem ent-

—~————e lys-Phe X-v-Z
DNA mRNA

Ly;vn,,.*y?

‘ T

Lys \'4,&*

rz

PP;

[EPe-tRNAPPE |« phe+ ATP =+ [EPNe. pne - tRNAPTE]
A) Normalweg

gPhe. phe - tRNAPHE

PP,
[E Phe, tRNAPhe] “Tyr+ATP _/_. [E Phe.-ry, - tRNE\Phe]

B) Korrektur Korrektur

£PPe . 1yr o 1RNAPPE e [gPPe.yy, . 1rNAPRE)

C) Erwinschter

PP,
[EPMe.tRNAP® ] pna + ATP =+ [EPNe. 51, - tRNAPTE]

Verlauf Korrektur fehlend oder gering ]

EPPe . ana - tRNAPhE [EPPe. ana - tRNAPHE]
+Ana + tRNAPNE +[EP™® ana - tRNAPNE]

Abb. 1. Schematische Darstellung der Aktivierung von Phenylatanin und seines
Einbaus in eine wachsende Peptidkette. A) Normalerweise wird Phenylalanin
(Phe) mit IRNAP*_C—C—A verestert, Phe -tRNAP"_—C—C—A in die ribo-
somale Synthese eingebracht und Phenylalanin dort eingebaut, wo das Codon
UUU mit dem Anticodon AAA (oder AAG) der tRNAP"™ Basenpaare bilden
kann. B) Der Einbau fehlaktivierter Aminosiuren wie Tyrosin (Tyr) wird durch
das Korrekturlesen verhindert. C) Wenn ein Analogon (Ana) des Phenytalanins
das Korrekturlesen unterlauft, wird es in die wachsende Peptidkette eingebaut;
z.B. wiirde Lys—Ana—X—Y—Z—NH), statt Lys—Phe—X—Y—Z—NH, ent-
stehen. (Der Ubersichtlichkeit halber wurde —NH; nicht gezeichnet. E=Phe-
nylalanyl-tRNA-Synthetase, PP;=Diphosphat; andere Abkiirzungen siehe
Text.)

251




sprechenden Anticodon hingt daher allein von den Amino-
acyl-tRNA-Synthetasen ab. Bedenkt man die groBe Ahn-
lichkeit von Aminosiduren wie Isoleucin und Valin oder Phe-
nylalanin und Tyrosin, so wird klar, daf} an die Genauigkeit
der Aminoacyl-tRNA-Synthetasen erhebliche Anforderun-
gen gestellt werden miissen!®.

Wir haben in den letzten Jahren die Genauigkeit dieser
Auswahl von Aminosiduren untersucht und gefunden, dafB
diese bei einer Reihe von Enzymen aus Bickerhefe nach ei-
nem zweistufigen Mechanismus verlauft!® 'l In Abbildung 1
sind die wesentlichen Elemente dieses Mechanismus fur die
Phenylalanyl-tRNA-Synthetase aus Bickerhefe dargestelit.
Normalerweise bindet das Enzym Phenylalanin, aktiviert es
unter Verbrauch eines Aquivalentes ATP und verestert Phe-
nylalanin mit tRNA®", Das fertige Produkt wird zur Weiter-
verwendung in der Proteinbiosynthese von der Phenylala-
nyl-tRNA-Synthetase entlassen (Abb. 1, Weg A).

Nun ist die Ahnlichkeit zwischen Phenylalanin und Tyro-
sin so grof}, dafl das Enzym mit einer gewissen Wahrschein-
lichkeit auch Tyrosin bindet. Ein so gebundenes Tyrosin
wird genauso wie Phenylalanin aktiviert und auf tRNAP"
iibertragen. Es entsteht also Tyr—tRNAF", was bei einem
Einschleusen dieses falschen Produktes ins ribosomale Sy-
stem dazu fuhren wiirde, da8 Tyrosin anstelle von Phenyl-
alanin in eine wachsende Peptidkette eingebaut wird. Um
dies zu vermeiden, ist ein Priifschritt eingeschaltet. Tyr—
tRNAFP"® wird nicht vom Enzym entlassen, sondern die
Tyr—tRNA™<.Bindung wird hydrolytisch gespalten, das
falsche Produkt wird zerstort!'"! (Abb. 1, Weg B).

In Schema 1 sind die Elemente dieses Auswahlprozesses
noch einmal generalisiert dargestellt. Das Enzym wihit aus
der Summe der angebotenen 20 Aminosiduren die richtige
aus, indem es zunichst fragt: ,,Ist die eingechende Aminosiu-
re korrekt?* Ist die Antwort ,,nein*, wird die Aminosiure zu-
riickgewiesen; ist die Antwort ,ja“, wird die eingehende
Aminosdure weiterverarbeitet zum Produkt. Irrtiimer in die-
ser ersten Auswahl werden dadurch eliminiert, daB in einem
zweiten Schritt gefragt wird: ,,War die obige Entscheidung
richtig?*“. Ist auch hier die Antwort ,,ja“, wird das Produkt
entlassen; ist die Antwort ,,nein“, wird die Esterbindung hy-
drolysiert. Der Preis, den die Zelle zahlen mu8, ist der Ver-
brauch eines ATP-Molekiils fiir jede Fehlaktivierung.

» Aus-
ﬁ 7| wahlen | « \
Zuriick- NEIN JA Ein-
weisen bauen
Zerstéren P | Entlassen
ABFALL PRODUKT
XYZ S’

Schema 1. FluBschema bei ¢inem zweistufigen AuswahlprozeB.
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Die ,,Sprache” dieses Priifschritts, der genaue chemische
Mechanismus, nach dem die Priifung verlduft, ist uns im
Falle der Fehlaktivierung von Tyrosin durch die Phenylala-
nyl-tRNA-Synthetase noch nicht bekannt. Fiir ein anderes
Beispiel jedoch, die Fehlaktivierung von Valin (Val) durch
die Isoleucyl-tRNA-Synthetase, haben wir schon genauere
Vorstellungen entwickelt!'?, Valin unterscheidet sich von
Isoleucin (Ile) durch das Fehlen einer Methylgruppe. Wie
Abbildung 2 zeigt, wird das falsche Produkt Val—tRNA"®
isoster mit Ile—tRNA"¢, wenn an die Stelle der fehlenden
Methylgruppe ein Wassermolekiil tritt. Nach all unseren Be-
funden!'? wird dieses Wasser durch das Enzym aktiviert und
damit zur Spaltung der Val—tRNA"-Bindung benutzt. Hier
wird also Spezifitit dadurch erreicht, daB sich das richtige
Produkt gegen eine beim falschen Produkt mogliche Hydro-
lyse selbst schiitzt. Da hier danach unterschieden wird, ob
eine chemische Reaktion moglich ist oder nicht, haben wir
diesen Schritt ,,Chemisches Korrekturlesen (Chemical
Proofreading) genannt!'?,

Abb. 2. Mechanismus des Korrekturlesens durch Isoleucyl-tRNA-Synthetase aus
Hefe an Val—tRNA" (Ade= Adenin).

In Abbildung 1, Weg C, ist nun angegeben, wie dieser
Priifschritt zum Objekt einer zielgerichteten Entwicklung
von Pharmaka gemacht werden konnte. Man miifite Amino-
sdure-Analoga entwickeln, die vom Pathogen nicht mehr als
falsch erkannt werden, wihrend der Wirt den Unterschied
zur natiirlichen Aminosaure noch sieht. Voraussetzung dafiir
ist, daB Unterschiede im Korrekturmechanismus bei den
Aminoacyl-tRNA-Synthetasen aus verschiedenen Organis-
men bestehen. Dann wiirden die Analoga beim Pathogen in
die Proteinbiosynthese eingeschleust. Nach allem, was wir
heute iiber die Genauigkeit der Proteinbiosynthese wis-
sen!> ' sollten schon wenige Fehler ausreichen, um einen
Organismus ernsthaft zu storen.

3. Gibt es Unterschiede beim Korrekturlesen
durch Phenylalanyl-tRNA-Synthetase
aus verschiedenen Organismen?

Um eventuelle Unterschiede im Korrekturmechanismus
feststellen zu konnen, wurden Phenylalanyl-tRNA-Synthe-
tase aus Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae (Bicker-
hefe), Neurospora crassa und Putenleber gereinigt!"®l. Dann
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wurde die Wechselwirkung dieser Enzyme mit Tyrosin, Leu-
cin und Methionin untersucht, da wir wuf3ten, da8 diese na-
tiirlich vorkommenden Aminosduren vom Enzym aus Bik-
kerhefe fehlaktiviert werden!'!!, Weiterhin wurden die Sub-
strateigenschaften von acht Phenylalanin-Analoga unter-
sucht!**l. Bevor wir jedoch die Ergebnisse zusammenfassend
diskutieren kénnen, miissen wir uns kurz mit den methodi-
schen Grundlagen befassen.

A) ATP/PP;-Austauschreaktion:

PP,
EM™ 4+ AS + ATPL{EP”-AS-AMP]

B) AMP-Bildung:

zwischenzeitlich auftretende Tyr—tRNAF"® hat aber die Bil-
dung eines AMP zur Folge. Unter Einhaltung geeigneter
Kontrollen kann so die Aminoacylierung mit Analoga indi-
rekt bestimmt werden!'?.

Eine weitere Moglichkeit ist schlieBlich, die Ubertragung
eines Substrats auf tRN A" zu messen, wenn das Enzym ein
stabiles Endprodukt entliBt (Schema 2, Weg C). Steht dabei
ein radioaktiv markiertes Substrat zur Verfigung, so kann

EM + As + [3?PIATP

[2eIer;

PP; X
Efe 4+ AS + [“c]ATPL-»[E""‘-AS—[“CLAMP] — S, EPe 4 ASX + [MC]AMP

C) Aminoacylierung:

PP;

EP + (RNAP™® + AS + ATP 2 gMe ;. ASRNAT™ + AMP

Schema 2. Tests zur Untersuchung der Substrateigenschaften des Phenylalanins und seiner Analoga (AS = Aminosiure; X =tRNAF

oder andere Nucleophile).

Drei Wege gibt es, um die Aktivitit der Phenylalanyl-
tRNA-Synthetase zu testen (Schema 2). Da intermediir eine
aktivierte Aminosdure unter Abspaltung von PP; aus ATP
gebildet wird, kann man sich die Riickreaktion zunutze ma-
chen, um extern vorgegebenes [*?P]PP; in ATP einzubauen
(Schema 2, Weg A). Dieser Test ermoglicht es, eindeutig
festzulegen, ob ein Analogon vom Enzym als Substrat ver-
wendet wird oder nicht. Wichtig ist, da8 diese Reaktion un-
abhingig von der tRNA stattfindet.

Das weitere Schicksal des Substrats kann dann verfolgt
werden, indem man den Verbrauch von ATP oder die Bil-
dung von Adenosinmonophosphat (AMP) mifit (Schema 2,
Weg B). Auch dieser Test beruht darauf, daB ein Substrat
zwischenzeitlich unter Verbrauch von einem ATP aktiviert
wird. Jede weitere Umsetzung dieses Zwischenprodukts ver-
lauft nun unter Bildung eines AMP-Molekiils. Besonders
wichtig an dieser Reaktion ist, daB man den Einfluf8 der
tRNA verfolgen kann, ohne daB sich ein stabiles Endpro-
dukt mit ihr bildet. Aus Weg B in Abbildung 1 ist zu ersehen,
daB keine Tyr—tRNAF™ vom Enzym entlassen wird. Jede

Tabelle 1. iIRNAF**—C—C——N-abhiingige ['*“C]JAMP-Bildung durch Phenylala-
nyl-tRNA-Synthetase aus Bickerhefe und Putenleber; ki, [min~'].

Enzym Quelle Leu Met Tyr
EFPhe Bickerhefe <005 <005 <0.05
Putenleber 0.75 1.35 <0.1

[EPP=-tRNAP*—C—C] Bickerhefe <0.05 <0.05 <0.05

Putenleber 0.80 1.60 <0.1
[EP*-IRNAP**—C—C—3"-dA] Bickerhefe  <0.1 <0.1 <0.1
Putenleber 0.64 1.13 <0.1

Bickerhefe 0.64 2.03 6.80

(EP™-(RNAP*— C—C—A] ]
Putenleber 293 362 0.3t

[E*"-tRNA*"*—C—C—2"-dA} Bickerhefe <0.05 <0.05 <0.05

Putenleber 2.50 3.57 0.27
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der Einbau direkt gemessen werden. Andernfalls wird zu-
nichst ein kaltes Substrat in die tRNA eingebaut, und man
titriert den nichtumgesetzten tRNA-Anteil mit ["*C]Phenyl-
alanin zuriick (siehe auch Tabelle 1).

Um die Aussagefihigkeit dieser Tests zu erweitern, sind
wir in Gottingen folgenden Weg gegangen: In natiirlicher
tRN AP befindet sich am 3’-Ende ein Adenosin, an dessen
2’-Hydroxygruppe das Phenylalanin verestert wird. Um Ein-
blicke in die Chemie dieser Reaktion zu bekommen, haben
wir das Adenosin von der tRNA entfernt und stattdessen
Adenosin-Analoga mit dem Enzym Nucleotidyl-Transferase
eingebaut!'?l. Die dafiir verwendeten ATP-Analoga sind in
Schema 3 wiedergegeben. Fiir die hier beschriebenen Unter-
suchungen war Voraussetzung, daf3 es uns gelang, tRNAFP"®
so zu modifizieren, daB die Derivate zwar noch mit fehlakti-
vierter Aminosiure beladen, jedoch nicht mehr korrigiert
werden konnen. Insbesondere die tRNAPhe
—C—C-—3'NH,A war hier von Nutzen. Die 3'-NH,-Gruppe
iibernimmt nach der Ubertragung auf die 2'-Hydroxygruppe
durch nucleophilen Angriff die Aminosdure schneller als die
Korrekturfunktion wirksam werden kann. Das sich dabei
bildende Amid ist so stabil, da es von der Phenylalanyl-
tRNA-Synthetase nicht mehr hydrolysiert werden kann!*'4
(Schema 4).

Mit diesen Methoden konnten wir die im folgenden zu-
sammengefaBten Ergebnisse gewinnen:

a) Die Phenylalanyl-tRNA-Synthetasen aus E. coli, Bik-
kerhefe und N. crassa verhalten sich sehr dhnlich. Sie akti-
vieren alle untersuchten Phenylalanin-Analoga.

b) In unterschiedlichem Ausmaf, aber in allen Fillen
deutlich nachweisbar, werden die Analoga auf tRNAF
—C—C—3'-NH,A iibertragen.

¢) Mit tRNAP**_C—C—A bilden die Analoga — mit ei-
ner Ausnahme, die in Abschnitt 4 diskutiert wird - keine sta-
bilen Produkte. Der AMP-Bildungstest ermoglicht aber die
Aussage, daB eine zwischenzeitliche Ubertragung und Kor-
rektur stattfindet.
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1) NalO4-Oxidation

b) Eliminierung mit Lysin NTP-Einbau mit
c) Phosphatase-Behandlung P Nucleotidyl-Transferase
tRNA™*-C—C-A tRNA™ ~C—~C » tRNA™-C-C-N
—CHz\QAde _CHZQA“ —~CH, © Ade
H H H H H
H OH HO H NH, OH

3'-Desoxyadenosin (3'-dA)

2'-Desoxyadenosin (2'-dA)

3'-Desoxy-3'-aminoadenosin (3'-NHA)

Schema 3.  Modifizierung des 3'-Endes der tRNAF*™ (tRNAP*_C—C—3-dA sowie tRNAP*—C—C--3'-NH,A sind Substrate;
tRNAP —C—C—2'-dA sowie tIRNAP"—C—C sind keine Substrate. N = Beliebiges Nucleosid).

PP;
E™ 4+ Ana + ATP 2, (E™-Ana-AMP]

+ !RNA"“-C-C—/

EP® 4+ Ana + AMP AMP

+{RNAPRe_C-C-3"NH,A

[E™. tRNAT™ —C~C—(3'-NH,, 2'-OAna)A]

schneller als Hydrolyse

l Umlagerung von 2°-O- auf 3'-NH-

[EPe tRNAP —C-C—(3'-NHAna, 2'-OH)A]

gPhe /1

tRNAP*_c—c-CH, o Ade
Ana-tRNAM -C-C-3'-NH,A wird als
nicht hydrolysierbares Endprodukt H
vom Enzym entlassen NH OH
|
HpN-C—H

Schema 4. Verhalten von tRNAP—C—C—3'-NH.A bei der Ubertragung von Phenylalanin-Analoga.

d) Die Analoga unterscheiden sich deutlich in der Fahig-
keit, Phenylalanin in den einzelnen Reaktionen zu ersetzen.
Daraus lassen sich Riickschliisse iiber die Art der Bindungs-
stelle ziehen!'?,

Das Putenleber-Enzym verhilt sich deutlich anders als die
Enzyme aus den niederen Organismen:

a) Auch mit dem Putenleber-Enzym werden alle geteste-
ten Analoga aktiviert, wie sich durch den ATP/PP;-Aus-
tausch zeigen lieB. Die Reaktivitit war aber deutlich anders.
So wird z. B. Tyrosin nur auB3erordentlich schlecht aktiviert,
wihrend es bei den anderen Enzymen eines der besten
Analoga warl!'’l,

b) Im Gegensatz zu den Enzymen aus E. coli, Bickerhefe
und N. crassa war das Putenleber-Enzym nicht imstande, ir-
gendeines der fehlaktivierten Analoga auf tRNAFP"®
—C—C—3'-NH,A zu iibertragen. Da jedoch der AMP-Bil-
dungstest positiv verlief, muBten die aktivierten Analoga in
Abhingigkeit von tRNA weiter umgesetzt worden sein.

Dieses Ergebnis legt den Gedanken nahe, daf3 fiir das Pu-
tenleber-Enzym ein Korrekturmechanismus entwickelt wur-
de, bei dem die fehlaktivierten Aminosiuren nicht mehr auf
die tRNAP iibertragen werden. Dieser SchluB wird durch
die Daten in Tabelle 1 stark gestiitzt. Wir haben hier die
[*C]JAMP-Bildung in Abhingigkeit von den modifizierten
tRNAP—C—C—N sowie den aktivierten Aminosiuren ge-
messen. Die Werte fiir das Bickerhefe- und Putenleber-En-
zym wurden dabei verglichen. Sowohl mit freiem Enzym als
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auch mit dem EP"*-tRNAP*—C—C-Komplex sind die akti-
vierten Zwischenstufen sehr stabil, wenn wir das Hefe-En-
zym verwenden. Mit dem Putenleber-Enzym sind die akti-
vierten Zwischenstufen instabil, wie die deutliche AMP-Bil-
dung zu erkennen gibt.

Der Komplex EPh¢-tRNAFPr*—C—C—-3'-dA zeigt eine
gleich groBe AMP-Bildungsgeschwindigkeit wie das freie
Enzym. Der fehlende Einflufl der tRNA-—C—C—3'-dA auf
die AMP-Bildung hat fiir das Hefe- und das Putenleber-En-
zym aber unterschiedliche Ursachen. Beim Hefe-Enzym
wird die tRNAP" _C—C—3’-dA mit dem Analogon ver-
estert, kann aber nicht korrigiert werden, weil die fehlende
3’-Hydroxygruppe fiir die Korrektur essentiell ist!". Beim
Putenleber-Enzym findet keine Ubertragung statt.

Der Komplex mit der natiirlichen tRNAP*—C—-C—A
fuhrt bei beiden Enzymen zur Korrektur und damit zur er-
hohten AMP-Bildung, wie zu erwarten ist. Ein unerwartetes
Ergebnis fanden wir fir den Komplex EF"-{RNAFP"e
—C—C—2'-dA beim Putenleber-Enzym. Dieser tRNAFPhe
—C—C—2'-dA fehlt die akzeptierende Hydroxygruppe,
und infolgedessen kann beim Hefe-Enzym auch keine AMP-
Bildung stattfinden, da dazu ja die Ubertragung auf die
tRNAP" Voraussetzung ist. Auch mit dem Putenleber-En-
zym konnte weder mit Phenylalanin noch mit Phenylalanin-
Analoga eine Ubertragung auf die tRNAP*—C—C—2'-dA
beobachtet werden. Trotzdem findet mit dem Putenleber-
Enzym in Anwesenheit von tRNA—C-—C—2'-dA eine stark
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erhohte AMP-Bildung statt. Da diese parallel zur Fihigkeit,
die verschiedenen Aminosidure-Analoga fehlzuaktivieren,
verlduft, mochten wir auch in diesem Fall die beobachtete
AMP-Bildung dem Korrekturmechanismus zuschreiben.
Das bedeutete dann aber, daB mit dem Putenleber-Enzym
ein tRNAF™.abhingiger Korrekturschritt stattfindet, bei
dem es nicht zur zwischenzeitlichen Ubertragung der fal-
schen Aminosdure auf tRNAP* kommt. Trotzdem spielen
alle Elemente, die fiir diese Reaktion beim Hefe-Enzym!'¥
wichtig sind, eine Rolle. Im wesentlichen sind dies das 3'-ter-
minale Adenosin und dessen nicht akzeptierende 3’-Hydro-
xygruppe. Diese Befunde stimmen aufBlerordentlich gut mit
unseren Vorstellungen iiber die Steuerung der Enzymaktivi-
tit durch die reaktive Stelle (reactive site triggering) iiber-
ein!'”,

Ein Korrekturmechanismus, der ohne Ubertragung der
falschen Aminosdure verldufl, ist offensichtlich sicherer als
einer, der erst nach der Ubertragung stattfindet. Ohne Uber-
tragung auf tRNA kann eine fehlaktivierte Aminosiure nie-
mals in das ribosomale System und damit in eine wachsende
Peptidkette gelangen. Der einzige Nachteil einer Fehlakti-
vierung ist bei diesem Vorgang, daB ein Enzymmolekiil so-
lange blockiert ist, wie das Analogon eine Bindungsstelle be-
setzt. Ein Schaden fiir die Zelle konnte hier aber erst bei sehr
starker Inhibition erwartet werden. Unabhingig von den
Konsequenzen fir die Zellbiologie interessiert jedoch in die-
sem Zusammenhang nur, daB Unterschiede im Mechanis-
mus der Korrektur bestehen, da sie ja eine Voraussetzung fiir
die Entwicklung von Pharmaka sind, die gegen die Phenyl-
alanyl-tRNA-Synthetase gerichtet sein sollen. Die weiterfiih-
rende Frage ist dann, ob sich diese Unterschiede ausnutzen
lassen.

4. N-Benzyl-L-phenylalanin

N-Benzyl-p,L-amphetamin ist ein ausgezeichneter Inhibi-
tor fir die ATP/PP;-Austauschreaktion der Phenylalanyl-
tRNA-Synthetase von E. coli. Demgegeniiber wird das En-
zym aus Rattenleber kaum gehemmt!'®. Trotz der nahen
strukturellen Verwandtschaft hemmt keines der N-Benzyl-
phenylalanin-Enantiomere den ATP/PP-Austausch mit
dem Enzym von E. coli"®. Dies scheint zunichst ein Wider-
spruch zu sein, der sich aber leicht 16sen 145t, wenn man an-
nimmt, da N-Benzyl-L-phenylalanin ein Substrat fur das
Enzym aus E. coli ist. Diese Erklirung, die von den Auto-
ren!"® ' seinerzeit offensichtlich nicht in Erwigung gezogen
wurde, konnten wir als richtig erkennen!'’!.

Wihrend N-Benzyl-D,L-amphetamin eine um GrdBenord-
nungen unterschiedliche Inhibition beim E.-coli- und Rat-
tenleber-Enzym hervorruft!'® ist die Michaelis-Konstante
(Kw) fir N-Benzyl-L-phenylalanin bei den Enzymen aus E.
coli, Bickerhefe und Rattenleber sehr dhnlich (Tabelle 2). In
Ubereinstimmung mit dem in Abschnitt 3 fur andere
Analoga beschriebenen Verhalten wird N-Benzyl-L-phenyl-
alanin nur durch die Enzyme von E. coli und Hefe auf
tRNAPP*__C—C—3'-NH,A iibertragen, nicht jedoch vom
Putenleber-Enzym (Tabelle 2). Vergleicht man X, der ATP/
PP;-Austauschreaktion und der Ubertragung auf die
tRNAPr__C—C—3'-NH,A, so zeigt sich, daB diese in der
tRNAP.abhingigen Ubertragung beim E.-coli-Enzym um
den Faktor 17 und beim Hefe-Enzym um den Faktor 38 ho-
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her sind als beim Austausch mit freiem Enzym. Wir haben bei
allen verwendeten Analoga gefunden, daB K, bei tRNAP=-
abhingigen Reaktionen wesentlich hoher als bei Reak-
tionen mit freiem Enzym ist!'’). Diese Beobachtung stimmt
wieder mit unseren frither entwickelten Vorstellungen iiber
den EinfluB3 der tRNAF® auf die Konformation der Phenyl-
alanyl-tRNA-Synthetase iiberein**'"), Sie stellt jene Inter-
pretationen in Frage, die versuchen, Ergebnisse des ATP/
PP;-Austausches mit freiem Enzym zur Erklirung tRNA-ab-
hingiger Reaktionen heranzuziehen!"l,

Tabelle 2. N-Benzyl-L-phenylalanin als Substrat fir mehrere Phenylalanyl-
tRNA-Synthetasen.

Enzym isoliert aus
E. coli Bicker- Puten-

hefe leber
K., im ATP/PP;-Austausch [j.M] 85 157 205
Veresterung mit 64 50 0
{RNAP*__C—C—3"-NH,A [%] [a)
K bei der Veresterung mit 1500 6000 —
tRNAF—C—C—3'-NH,A [m]
Veresterung mit tRNAP*—C—C—A [%] [b] 6 0 0

[a] Mit Riicktitration bestimmt; Enzym. tIRNA"*—C—C—3"-NH,A, ATP und
unmarkiertes Analogon werden zunichst 30 min inkubiert. Dann werden iiber-
schiissiges ATP, ['“C]Phenylalanin und Enzym zugegeben, um den Rest nicht
aminoacylierter tRNA'™ zu aminoacylieren. Der Anteil fehlbeladener tRNA ist
die Differenz zwischen gesamter tRNA und der bei der zweiten Aminoacylie-
rung erfaten tRNA. [b] Mit Riicktitration und durch Einbau von ['*C]N-Ben-
zyl-L-phenylalanin und anschlieBende Analyse bestimmt.

Im Zusammenhang dieser Diskussion ist es jedoch von au-
Berordentlicher Bedeutung, da3 N-Benzyl-L-phenylalanin zu
einem geringen, aber eindeutig mefBbaren Ausmafl nur vom
E.-coli-Enzym auf die unmodifizierte tRNAP*—C —-C—A
iibertragen werden kann (Tabelle 2), daB3 es also, anders aus-
gedriickt, dem Korrekturschritt entgehen kann und als stabi-
les Produkt vom Enzym entlassen wird.

Das mit nicht-markiertem Analogon erhaltene Ergebnis in
Tabelle 2 wurde wie folgt eindeutig bestitigt. ['*C]N-Benzyl-
L-phenylalanin wurde synthetisiert und in tRNAF® einge-
baut. Die ['*C]N-Benzyl-L-Phe—tRNAP*_C—-C—A wur-
de siaulenchromatographisch vom Substrat abgetrennt und
mit Alkali gespalten. Die anschlieBende diinnschichtchro-
matographische Analyse ergab, dal bei der alkalischen Spal-
tung der beladenen tRNAP als einziges radioaktiv markier-
tes Produkt ['C]N-Benzyl-L-phenylalanin entstanden
warl'®,

5. SchluB und Ausblick

Wir haben in diesem Beitrag kein neues Arzneimittel be-
schrieben oder vorgeschlagen, wir haben vielmehr versucht,
ein Prinzip an einem Beispiel zu erldutern: Das Prinzip der
,» Yolltreffer*-Arzneimittelsynthese; als Zielsystem wurde das
Beispiel des Korrekturlesens in der Proteinbiosynthese dis-
kutiert.

Im Laufe der Evolution haben sich in ihren Verzweigun-
gen die biochemischen Synthesewege angepaBt, verbessert
und verfeinert. Auch ein so zentraler und universeller Vor-
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gang wie die Proteinbiosynthese, der von dem universellen
genetischen Code dirigiert wird und bei allen Organismen
die gleichen 20 Aminosiuren benutzt, weist wichtige Spe-
zies-Unterschiede auf, die sich in der Genauigkeit der Ami-
nosiureerkennung bemerkbar machen. Diese Unterschiede
sollten sich pharmakologisch ausnutzen lassen. Organismen
sollten sich, abhingig von der Evolutionshéhe, im Einbau
~falscher Aminosduren differenziert verhalten. Hierfiir ha-
ben wir experimentelle Beweise am System der Phenylala-
nyl-tRNA-Synthetase gefunden. Es gibt zahlreiche amino-
sdureanaloge Antimetaboliten, deren Wirkungsweise noch
groBtenteils unbekannt ist. Und es gibt auBer Phenylalanyl-
tRNA-Synthetase noch Aminoacyl-tRNA-Synthetasen fiir
die 19 anderen Aminosduren - ein weit offenes Feld fiir
kiinftige Untersuchungen.

Wir danken Prof. Dr. E. Holler, Regensburg, fiir eine Probe
teilweise gereinigter Phenylalanyl-tRNA-Synthetase aus E. coli
sowie Fritz Benseler, Erika Graeser und Jorg Schischkoff fiir
ihre engagierte Mitarbeit bei der Reinigung des Enzyms aus
Neurospora crassa und bei der Synthese von N-Benzyl-1-phe-
nylalanin.
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Neben Phosphortrichlorid und Phosphan gewinnt Dichlor(methyl)phosphan als Ausgangsstoff
fiir die Synthese von Organophosphorverbindungen zunehmend an Bedeutung. Es eroffnet ei-
nen leichten Zugang zu Phosphonsiure-, Phosphinsdure- und Phosphonigsdure-Derivaten so-
wie ihren Folgeprodukten. Das Synthese- und Anwendungspotential von Phosphororganika,
die aus dem technisch hergestellten Dichlor(methyl)phosphan erhiltlich sind, wird an zahlrei-

chen Beispielen gezeigt.

1. Einleitung

Der Einstieg in die Phosphor-Kohlenstoff-Chemie setzt
die Kniipfung mindestens einer Phosphor-Kohlenstoff-Bin-
dung voraus. Hierfiir bieten sich mehrere Méglichkeiten an.
Im technischen Mafstab realisiert wurde die Umsetzung von
Methan mit Phosphortrichlorid. Sie fiithrt bei etwa 600 °C in
der Gasphase und kurzen Verweilzeiten in glatter Reaktion
zu Dichlor(methyl)phosphan (1)!".

CH, + PCl, — H,C-PC], + HCI

(1)

[*] Prof. K. Weissermel, Dr. H.-J. Kleiner, Dr. M. Finke, Dr. U.-H. Felcht
Hoechst Aktiengesellschaft
Postfach 800320, D-6230 Frankfurt am Main 80
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(1) ist eine farblose, unzersetzt destillierbare, aber extrem
feuchtigkeitsempfindliche Fliissigkeit, die durch hohe Reak-
tivitit gekennzeichnet ist. Es wurden zahlreiche Reaktionen
dieses einfachen ,,Bausteins*“ untersucht, die an ausgewihl-
ten Beispielen beschrieben werden.

2. Umsetzungen des Dichlor(methyl)phosphans (1)
und seiner wichtigsten Folgeprodukte

Bei optimierter Reaktionsfilhrung ergeben die einfachen
Umsetzungen hohe Ausbeuten.

Die wichtigsten Reaktionen von (1) sind schematisch
in Abbildung 1 zusammengestellt. Die Oxidation von (1)
fuhrt direkt zu Methylphosphonsiduredichlorid (2)!'l. Als
Oxidationsmittel kénnen Luftsauerstoff, Distickstofftetra-

0044-8249/81/0303-0256  $ 02.50/0 Angew. Chem. 93, 256-266 (1981)





