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Phosphorothioatanaloga von Nucleotiden - 
Werkzeuge zur Untersuchung biochemischer Prozesse 

Von Fritz Eckstein* 

Nucleosidphosphorothioate sind vielseitig verwendbare Analoga von Nucleotiden. So sind 
sie einerseits in vielen, aber nicht in allen Fallen gegen Hydrolyse stabiler als die nicht-mo- 
difizierten Nucleotide, eine Eigenschaft, die sie rnit anderen Nucleotidanaloga gemeinsam 
haben. Andererseits sind sie fur viele, aber nicht fur alle Reaktionen, bei denen das Nucle- 
otid oder die Phosphorothioatgruppe auf andere Acceptormolekiile als HzO iibertragen 
wird, gute Substrate. Dies fuhrt dazu, daD sie nicht so rasch wieder enzymatisch entfernt 
werden konnen, wenn sie einmal in ein System wie DNA inkorporiert sind. Was sie gewis- 
sermaDen einzigartig macht, ist die Chiralitat am Phosphor, wenn zwei ungleiche Reste mit 
der Phosphorothioatgruppe verbunden sind. Dies ermoglicht ihre Verwendung zur Untersu- 
chung stereochemischer Aspekte enzymatischer Reaktionen. Zu diesen Eigenschaften kom- 
men solche hinzu, die man von einem Austausch eines Sauerstoffatoms in einer Phosphat- 
gruppe gegen ein Schwefelatom erwartet, wie z. B. die erhohte Aftinitat zu Quecksilberver- 
bindungen und die starke Verschiebung der Signale im 31P-NMR-Spektrum. Bedenkt man, 
in wie vielen biologisch interessanten Verbindungen Phosphatgruppen enthalten sind, ver- 
wundert das starke Interesse an diesen Nucleotidanaloga nicht. 

1. Eioleitung'"' 

Nucleosidphosphorothioate sind Analoga von Nucleoti- 
den, bei denen ein nichtverbriickendes Sauerstoffatom ei- 
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[**I AbkUrLungen: Ade=Adenin; Gua-Guanin; Cyt-Cytosin; Thy=Thy- 
mini Ura-Uracil. A=Adcnosin; G-Guanosin; C-Cytidin; U=Uri- 
din; T=Thymidin; N - nicht spezifiziertes Nucleosid: NMPS- Nucle- 
osid-5'-phosphorothioat; NDP,S-A und -B- Diastereomere von Nucle- 
osid-5'-0-( I-thiodiphosphaten); NTP.S-A und -B - Diastereomere von 
Nucleosid-5'-0-( I-thiotriphosphaten); NDPpS = Nuclcosid-5'-0-(2-thio- 
diphosphate); NTP,S = Nucleosid-5'-0-(3-thiotriphosphate); cNMPS - 
Nucleosid-3',S'-cyclophosphorothioat. Das Prafix d bedeutet. daO 
es sich jeweils urn das entsprechende Z'-Desoxynucleosidderivat han- 
delt. ATP=Adenosin-5'-triphosphat; GTP-Guanosin-5'-triphosphat; 
AMPPNP und GMPPNP= Adenylyl- bzw. Guanylyl-imidodiphosphat ; 
Up(S)A= 5'-O-Adenosyl-3'-O-uridyl-phosphorothioat ; dnp(S)A] = 5'- 
0-(2'-Desoxyadenosyl)-3'-0-thymidyl-phosphorothioat; Poly[d(A-T)]= 
alternierendes Copolymer aus dAMP und TMP: PolY[d(&T)]= 
alterniercndcs Copolymer aus dAMP und TMF'S; NAD- Nicotinsaure- 
amid-adenin-dinuclcotid. Far die Dinucleosidphosphorothioate und 
Polymere, die aus andcren Nucleotiden aufgebaut sind, gelten die Ab- 
karzungen entsprcchcnd. PEP= Phosphoenolpyruvat; DEAE - Diethyl- 
aminoethyl; HPLC = High Performance Liquid Chromatography. 

ner Phosphatgruppe durch ein Schwefelatom ersetzt ist. 
Sind wie bei den a- und f3-Phosphatgruppen von ATP zwei 
ungleiche Reste rnit der Phosphatgruppe verkniipft, fiihrt 
dieser Austausch zur Bildung eines Chiralitatszentrums am 
Phosphoratom und in Verbindung mit dem Nucleosid zur 
Bildung eines Paares von Diastereomeren. Diese Eigen- 
schaft hat die Phosphorothioatanaloga von Nucleotiden, 
ganz besonders die von ATP, zu interessanten Substraten 
fur enzymatische Phosphoryl- und Nucleotidyltransferre- 
aktionen gemacht, da sich mit ihnen die Stereochemie die- 
ser Reaktionen untersuchen 18Bt. DaB diese Entwicklung 
in den vergangenen fiinf Jahren stiirmisch verlaufen ist, 
111I3t sich aus der grol3en Zahl von ubersichtsartikeln, die 
sich mit diesem Thema befassen, able~en~'-~]. Die Verwen- 
dung der Nucleosidphosphorothioate blieb nicht auf die 
Bioorganische Chemie beschrankt; in zunehmendem 
MaDe haben sich fiir sie auch Biochemiker und Molekular- 
biologen interessiert, und m a r  hauptsachlich weil im all- 
gemeinen die Phosphorothioate gegen hydrolytische Spal- 
tung stabiler sind als die Phosphate. Die Entwicklungen 
sollen in diesem Fortschrittsbericht zusammenfassend ge- 
schildert werden. 
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2. Syntbese und Struktur 

2.1. Nucleosiddi- uad -triphaphate 

Inzwischen sind fast alle Phosphorothioatanaloga der 
Ribo- und Desoxyribonucleosid-5'-mono-, -di- und -tri- 
phosphate synthetisiert worden (Fig. 1). Ihre Herstellung 

H O - ~ - O - T - O - p - O ~ A d c  ! 8 ?  H O - p - O - p - O W A d c  8 3  
00 00 oe 00 00 
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Fig. 1. Strukturformeln for die Phosphorothioate von ATP und ADP. 

ist zwar einfach, doch sind die Ausbeuten nicht immer be- 
friedigend. Fiir die Analoga rnit terminaler Phosphorothio- 
atgruppe wie (d)NTP,S und (d)NDPBS ist der einfachste 
Syntheseweg die Aktivierung von S-(B-Cyanethy1)phos- 
phorothioat mit Diphenylphosphorsaurechlorid und Um- 
setzung rnit (d)NDP bzw. (d)NMP rnit anschlieoender Al- 
kalibehandlung zur Abspaltung der B-Cyanethylgruppe['ol 
(Fig. 2). Fiir die Synthese der Analoga von (d)NDP oder 

? P  9 9  
HO-P-0-P-0 

OH OH 

Fig. 2. Synthese von ADP& Die Synthese von ATP,.S verlauft entsprechcnd 
unter Verwendung von ADP anstellc von AMP. 

(d)NTP mit einer Phosphorothioatgruppe in der a-Position 
gibt es zwei Moglichkeiten. Bei beiden wird das Nucleosid 
mit PSCI3 zu (d)NMPS umgesetzt. Der folgende Phospho- 
rylierungsschritt kann durch Aktivierung rnit Diphenyl- 
phosphorsaurechlorid und Umsetzung rnit Phosphorsaure 
bzw. Pyrophosphorsaure erfo1gen[1's'21; diese Methode 
wurde von Michelson fiir die Synthese der normalen Nu- 
cleosiddi- und -triphosphate ent~ickelt[ '~' (Fig. 3). 

Bemerkenswert ist bei dieser Reaktion, daB das Sauer- 
stoffatom des Thiophosphatrestes nucleophiler als das 
Schwefelatom ist. Bei Aktivierungen rnit Carbonyldiimida- 
zol oder Dicyclohexylcarbodiimid ist hingegen das Schwe- 
felatom nucleophiler, und es tritt vollstgndiger Verlust von 
Schwefel aufI'''. Bei dieser Synthese entstehen jeweils die 

beiden Diastereomere von (d)NDPaS oder (d)NTPaS in ei- 
nem ungefiihren Verhlltnis von 1 : 1. Sie k6nnen durch "P- 
NMR-Spektrosk~pie['~.'~~ oder HPLC['"''] unterschieden 
werden. Die Trennung des Diastereomerengemisches ist, 
mindestens in einigen Fallen, durch Chromatographie an 
DEAE-Sephadex zu erreichen['6.'81. Wo das nicht miiglich 
ist, kann die selektive enzymatische Phosphorylierung ei- 
nes der Diastereomere von (d)NDPaS mit Kinasen zu dem 
entsprechenden (d)NTP,S zur Trennung genutzt wer- 
den['** l6]. So 11Bt sich aus dem Diastereomerengemisch 
von ADP,S rnit Pyruvat-Kinase1'21 oder noch besser mit 
Phosph~glycerat-Kinase~'~~ bevonugt das A-Isomer zu 
ATP,S phosphorylieren, das falls natig von verunreinigen- 
dem ATPaS-B durch Reaktion rnit Acetyl-CoA-Syntheta- 
se[''I getrennt werden kann. Das zuriickbleibende B-Iso- 
mer von ADP,S kann rnit Creatin-Kinase zu ATP,S-B 
phosphoryliert werdenl"], das seinerseits durch Reaktion 
mit Hexokinase und Glucose von ATP,S-A befreit werden 

P S C I ~  + HowAde + HO-7-0 i? wAde 
Oe 

OH bH OH d~ 

C6H50\8 
/P-cI I +  C6H50 

Fig. 3. Synthese von ADP,S. Die Synthcsc von ATP,S gelingt mit Pyro- 
phosphat anstelle von Phosphat. 

kann["]. Auch fur die Synthese der Diastereomere von 
GTP,S sind entsprechende Kombinationen von Enzymre- 
aktionen ausgearbeitet Wesentlich einfacher 
l2Bt sich ATP,S-A durch enzymatische Phosphorylierung 
von AMPS rnit Pyruvat-Kinase und Adenylat-Kinase her- 
stellen; die Reaktion ist sehr stereo~elektid'~*'~~, aber lei- 
der auf ATPaS-A beschrankt (Fig. 4). Trotz intensiver Su- 
che wurde bis jetzt noch kein priparativ anwendbares En- 
zymsystem gefunden, das ATPaS-B aus AMPS synthetisie- 
ten kann. Aus den Diastereomeren von (d)NTPaS lassen 
sich dann durch Hydrolyse rnit Myosin die Diastereomere 
(d)NDPaS erhalten['21. 

Adenylot-Kinast 
Pyruvot-Kimse 

HO-!;O-\eJ*"" : 
+ ATP + PEP ATPaS , Isomer A 

OH OH 

Fig. 4. Enzymatische Synthese von ATP.S-A. 

Eine besonders fur den Organiker attraktive Synthese 
von dNDP,S ist die Kondensation von dNMPS, wieder 
nach Aktivierung rnit Diphenylphosphorsaurechlorid, rnit 
am Zuckerteil geschiitzten AMP, wie es fiir die Synthese 
von dTTPaS beschriebenrZz1 und auch auf dCTP,S anwend- 
bar ist[231 (Fig. 5). Das Gemisch der resultierenden Isomere 
lBDt sich an DEAE-Sephadex gut trennen. Nach Abspal- 
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tung der Zuckerschutzgruppe durch Oxidation rnit NaI04 
wird der Adenosinrest entfernt, und man erhiilt die ge- 
trennten Diastereomere von dNDPaS, die dann enzyma- 
tisch leicht zu den Diastereomeren von dNTP,S phos- 
phoryliert werden kennen. Diese Methode ist urspriing- 
lich zur stereospezifischen Synthese von [U-'~O]ADP,S, 
[p-'80]ADP,S und [y-'80]ATP,S[24-2s1 entwickelt worden. 

H O - Y - O W  Ade + H O V  Uro 

OQ 
OH OH 

OH OH OH OH Thy 1. ( CgH50 )2Pocl RP 

Schlongengift - keine Reoktion ATpas ' Isomer A Phosphodiesterose ' 
Ho-be"\ej 2. AMP * Ade 

OH OH 

1.Trennung der Isomere 

2. No IOL AMPS + PPi 
Schlongengift - 

' Isomer Phosphodiesterose' 

Fig. 7. Enzymatische Rcaktionen von Up(S)A und ATP,S zur Bestimmung 
dcr absoluten Konfiguration der Diastcrcorncrc von ATP,S. 

vThy Konfiguration hat (Fig. 7, 8). Diese Zuordnung wurde 
durch eine stereospezifische Synthese von [u-'~O]ADP,S 
be~tiitigt[~']. 

Die Diastereomere von (d)NTPBS werden durch enzy- 

OH OH 

Isomer A und Isomer B Isomer A und Isomer B 
gctrennt getren nt 

Fig. 5. Synthese der Diastereomere von dTTP,S. Der Einfachhcit halber ist 
die Schutzgruppc am AMP nicbt gczeichnet. 

Sie wurde jekt auch verwendet, urn die Diastereomere des 
Phosphorothioatanalogons von NAD, bei dem die Phos- 
phorothioatgruppe in der 5'-Position des Adenosins lokali- 
siert ist, herzustellen[261 (Fig. 6). 

9 
9 :  H O - i ; O W N  nC-NH2 \ B )  

l C ~ H ~ O i 2 P - O - ~ - O ~ A d e  0" + 

0 0  
X ~ H O H  , 

I 1. Pyridin I Methylpyrrolidin 

0 OHOH 

-NH2 

I 
' = " O Y A d e  OH OH 

Fig. 6. Synthese eines Phosphorothioatanalogow von NAD. 

Die Zuordnung der Konfiguration zu den Diastereome- 
fen A und B von ATP,S wurde durch Vergleich ihrer un- 
terschiedlichen Substrateigenschaften gegeniiber Schlan- 
gengift-Phosphodiesterase getroffen. Nur das Diastereo- 
rner B wird von diesem Enzym g e ~ p a l t e n [ ~ " ~ ~ ~ .  Auch bei 
Up(S)A wird nur ein Isomer gespalten; dieses bildet bei 
der Reaktion rnit RNase A das endo-Isomer des Uridin- 
2',3'-cyclophosphorothioats. Da dies das Produkt der Um- 
esterung eines Substrats der (R,)-Konfiguration i~t~~'.''~, 
mu0 das umgesetzte Isomer von Up(S)A die (It,)-Konfigu- 
ration haben. Daraus folgt, daO auch ATPaS-B die gleiche 

matische Phosphorylierung von (d)NDP,S hergestelltr'21. 
Bei der Phosphorylierung von ADPBS rnit Pyruvat-Kinase 
entsteht hauptsiichlich ATP,S-A Das B-Isomer kann 
durch Inkubation mit Hexokinase und Glucose entfernt 
~ e r d e n [ ~ ' * ~ & ~ .  Diastereomerenreines A-Isomer kann durch 
Phosphorylierung mit Phosphoglycerat-Kinase syntheti- 
siert ~ e r d e n ' ~ ~ ~ ] .  Bei Verwendung von Acetat-Kinase ent- 

AH AH 
Isomer A (Spl Isomer B I Rpl 

Fig. 8. Absolute Konfigurationen der Diastereomere von ATP,S. 

steht hauptstichlich ATPBS-B, das von Spuren des A- 
Isomers durch Reaktion mit Myosin befreit werden 
kannf2'] (Fig. 9). Die Diastereomere sind "P-NMR-spek- 
troskopisch ~nterscheidbar"~."~. Eine iihnliche Sequenz 
von Enzymreaktionen ist auch fur die Diastereomere von 
GTPBS ausgearbeitet worden[l6]. 

P C B  
PEP HO-P-0-P-0-P-0 

Pyruvat-Kinase & wAde 
H O - ~ - O - ~ - O ~ A ~ ~ ~ r a t - K i n o s e ~  oe OQ OH A OH 

OH H CH3C-0-P-OH 
HO-Y-O-T-O-T-OVAde f ? f )  

I 
Aceiai-Kinose 09 09 00 

OH OH 
90 '18 B Glucose 

Hexokinare 10 % A  

HO-P-O-~ -0 -~ -07e j j dC  8 ? 9  
A" 00 0" 

&I& 
99 % B 

Fig. 9. Enzymatischc Synthese dcr Diastercomere von ATF'bS. 

Angew. Chem. 95 (1983) 431-447 433 



NHR 
I Die Konfiguration der Diastereomere von ATP$ wurde 

anhand ihrer Substrateigenschaft gegeniiber Hexokinase 
zugeordnet; in Gegenwart von Mg2+ ist nur das B-Isomer 
ein Substratt3']. Auch von den Diastereomeren von ply- 

p,y-A-Konfiguration, wie durch Rbntgen-Strukturanalyse 
des Co(NH3),-Triphosphats, das durch Abspaltung des 
Adenosinrestes erhalten wurde, ermittelt werden k~nnte['~]. 
Da angenommen wurde, daO fur das gleiche Enzym alle 
Substrate dieselbe Konfiguration haben miissen, wurde 

((S,)-Konfiguration) zugeordnet (Fig. 10). Diese Konfigu- 

2. NH3 

Co(NH3),ATP fungiert nur eines als Sub~ t ra t [~~] .  Es hat I Sp) 

NHR 
0 OR 

R=C6H5CH2 
dem Komplex MgATP$-B ebenfalls A-Konfiguration i Rp) 

tigt**']. 

? 
01 0 

? ? 

Isomer B 

? 

Isomer A 

? 

Isomer A 

A 

b) 

Isomer B 

A 

Isomer A isp) Isomer 8 i R p )  

Fig. 10. a) Ermittlung der absoluten Konfiguration der Diastereomere von 
ATPpS durch Vergleich der Substrateigenschaften mit denen der Diastereo- 
mere von Co(NH,),ATP mit Hexokinase. Die lsornere der linken Halfte (h- 
Konfiguration) sind die Substrate. b) Absolute Konfiguration. 

2.2. Nucleosid-3',5'-cyclophosphorothioate 

Fur enzymatische Untersuchungen sind auch die Phos- 
phorothioatanaloga der Nucleosid-3',S'-cyclophosphate, 
besonders von cAMP und cGMP, von Interesse. Die Dia- 
stereomere von CAMPS lassen sich folgendermaDen erhal- 
ten: Benzoyliertes cAMP wird zum Anilid umgesetzt, und 
die Diastereomere werden durch prlparative Dickschicht- 
chromatographie getrennt; Reaktion mit K/CS2 fiihrt un- 
ter Retention der Konfiguration zu den Isomeren von 
CAMPS["]. Dieser Syntheseweg 12flt sich auch auf die Dia- 
stereomere von cGMPS'~~], cCMPS und cUMPS'~'] anwen- 
den (Fig. 11). Die Konfiguration wurde anhand der 3'P- 
NMR-Spektren der Anilide zuge~rdnet [~~] .  

Einfacher lassen sich die Diastereomere von CAMPS 
durch Cyclisierung des Adenosin-5'-bis@-nitrophe- 
nyl)phosphorothioates mit Kalium-tert-butylalkoholat syn- 
theti~ieren'~~]. Nach Aufarbeitung und Chromatographie 

Fig. 11. Synthese der Diastereomere von CAMPS. 

an DEAE-Sephadex kristallisiert das S,-Isomer von 
CAMPS aus. Die Zuordnung der Konfiguration war auf- 
grund der Arbeiten von Stec et al.[351 moglich. In wesent- 
lich geringerer Ausbeute entsteht das nicht-kristalline R,- 
Isomer. Auch die Diastereomere von cUMPS und cCMPS 
kbnnen so hergestellt werden, wobei das S,-Isomer von 
cUMPS ebenfalls kri~tallisiert[~~]. Die Synthese von 
cGMPS durch Aktivierung von GMPS mit Diphenylphos- 
phorssurechlorid und anschlieflende Cycli~ierung[~~' ist 
zwar einfacher, verlauft aber mit schlechter Ausbeute. 

2.3. Dinucleosidphosphorothioate 

Die chemische Synthese der Diastereomere von Dinu- 
cleosidphosphorothioaten hat besonders in jiingster Zeit 
zur Konfigurationsbestimmung enzymatisch hergestellter 
Phosphorothioatinternucleotidbindungen in Polydesoxy- 
nucleotiden reges lnteresse geweckt. Die erste Trennung 
der Diastereomere gelang bei Up(S)A, einem Diribonucle- 
osidphosphorothioat. Es wurde nach der Triestermethode 
unter Verwendung von 0-Cyanethylphosphorothioat zur 
Thiophosphorylierung der 3'-OH-Gruppe von geschutztem 
Uridin mit Triisopropylbenzolsulfonsaurechlorid als Kon- 
densationsmittel im ersten Schritt und Kondensation mit 
der 5'-OH-Gruppe von geschutztem Adenosin im zweiten 
Schritt hergestellt'401. Nach Abspaltung der 5'-OH-Schutz- 
gruppe am Uridin konnten die Diastereomere durch Chro- 
matographie an Silicagel getrennt werden; Abspaltung der 
0-Cyanethylgruppe durch Umsetzung mit Triethyl- 
amin/H20 (p-Eliminierung) fiihrte schliealich zu den Dia- 
stereomeren von Up(S)A. Die Konfigurationszuordnung 
geschah durch Umsetzung mit RNase zu 2',3'-cUMPS 
(siehe Abschnitt 2. l)['']. Die Diastereomere kbnnen sowohl 
3'P-NMR-spektroskopisch als auch durch HPLC unter- 
schieden werden. Auf dem Syntheseweg entsteht durch di- 
rekten nucleophilen Angriff am Phosphor auch in ca. 20% 
das normale Dinucleosidphosphat, in diesem Falle UpA, 
das aber leicht chromatographisch abgetrennt werden 
kann. Auch die Diastereomere von TP(S)T'~.~'J, 
~[TP(S)A][~~', d[Cp(S)G] und d[Gp(S)C][431 wurden nach der 
Triestermethode synthetisiert (Fig. 12a), konnten aber erst 
nach Abspaltung aller Schutzgruppen durch HPLC ge- 
trennt werden. 

434 Angew. Chem. 95 (1983) 431-447 



Fur die Synthese solcher Verbindungen ist aber nach 
den bis jetzt vorliegenden Erfahrungen die Phosphitme- 
thode wegen der besseren Ausbeuten geeigneter. Die erste 

TPSCl R1owThy + HowAde R’owThy - 
I 

bR2 ? b H  

NCCH2CH2-S-$’ 
‘OH 

HovThy ,OWThY 
I I 

1. OH’ ? N H R ~  - NCC~CHZS-P=O I 
? 

101 s=y-o@ 
2. NH3 OwAde 

OH OR2 

R I O v G u a  + HO-,fj&‘ R’owGua - 

OH 

I 
? NHR3 

S=?-OCH3 I 

OwAde 
Rp und Sp Isomere b R L  

Fig. 12. Synthese von Dinucleosidphosphorothioaten am Beispiel von 
d[Tp(S)A]. a) Triestermethode. b) Phosphitmethode. - R’ = Dimethoxytrityl; 
Rz = lsobutyryl; R3= Benzoyl; R4 = Methoxyacetyl; TPSCl= Triisopropyl- 
benzolsulfonsaurechlorid. 

Synthese nach dieser Methode unter Verwendung von 
Phosphorigsaure-phenylester-dichlorid ist fur Up(S)A be- 
schrieben[441, doch konnten die Diastereomere nicht ge- 
trennt werden; beim analog hergestellten AP(S)A[~’] gelang 
hingegen die Trennung. Inzwischen wurden unter Verwen- 
dung von Chloro(dimethy1amino)methoxyphosphan auch 
die Diastereomere von TP(S)T[~~], ~ [GP(S)A] [~~~ ,  d[Cp(S)Tl 
und d[Gp(S)Tf2-” auf diese Weise erhalten (Fig. 12b). Die 
Zuordnung der Konfiguration geschah in allen FBllen 
durch Hydrolyse rnit Schlangengift-Phosphodiesterase, die 
nur das R,-Diastereomer‘261, oder rnit Nuclease-P1, die nur 
das S,-Diastereomer spaltetl4’]; die zweite Methode ist vor- 
zuziehen, da sie sauberere Hydrolyseprodukte liefert. 

Inzwischen sind geniigend 31P-NMR- und HPLC-Daten 
vorhanden, um folgende allgemeine Regel zu formulieren: 
lm 3’P-NMR-Spektrum hat das (R,)-Diastereomer das 
nach tieferem Feld verschobene Signal und bei der HPLC- 
Trennung an Reversed-Phase-SSiulen die kiinere Reten- 
tionszeit. 

2.4. Austausch von Schwefelatomen gegen Sauerstoffatome 

Stereospezifisch mit I7O oder ”0 markierte Nucleotide 
konnen aus den Diastereomeren der Nucleosidphospho- 
rothioate durch Umsetzung rnit B r ~ m c y a d ~ ~ l ,  N-Bromsuc- 
~ i n i m i d ~ ~ ~ l  oder Bromfsol in Gegenwart von H2I7O bzw. 
HZ1’O erhalten werden (Fig. 13). An Nucleosid-3‘,5’-cyclo- 

b H  bH OH b~ 
Fig. 13. Austausch von Schwefelatomen in Nucleosidphosphorothioaten ge- 
gen Sauerstoffatomc. X = CN, Br oder Succinimidyl. 

phosphorothioaten wie CAMPS oder cTMPS verlaufen die 
beiden zuletzt genannten Reaktionen rnit ca. 80% Inver- 
sion der Konfiguration am P h o ~ p h o r [ ~ ~ ~ ~ ~ . ’ ~ ] ;  fur die Reak- 
tion rnit Bromcyan liegen noch keine Daten vor. An dem 
einzigen Dinucleosidphosphorothioat, Tp(S)T, an dem 
diese Reaktion bis jetzt - und zwar rnit N-Bromsuccinimid 
- durchgefiihrt wurde, verlief sie stereospezifisch rnit In- 
version der Konfiguration am Phosphor’411. Die Stereose- 
lektivitat des Austausches von Schwefel gegen Sauerstoff 
an den Diastereomeren von ADPaS - alle drei Reaktions- 
varianten wurden verwendet - ist nicht ohne weiteres mit 
ausreichender Genauigkeit zu ermitteln. Sie wird entweder 
an den C~(NH,)~]a-~~O]ADP-Kornplexen 31P-NMR-spek- 
troskopisch bestimmt, wobei bis zu lO?/o des anderen Dia- 
stereomers wegen der schlechten Auflosung der Signale 
nicht entdeckt werden konnen[48*491, oder durch ”P-NMR- 
spektroskopische Untersuchung der diastereomeren Me- 
thylester von [16.17,180]~AMP, die durch enzymatische Hy- 
drolyse von [a-”OjADP in H2I7O zu [16-17*180]AMP und 
anschlienende Cyclisierung und Methylierung erhalten 
werden. Auch hier ist die Bestimmung der Diastereome- 
renreinheit ungenau[”]. Mit dieser Einschrlnkung kann fur 
alle drei Reaktionen gesagt werden, dal3 sie unter Inver- 
sion der Konfiguration ablaufen. Eine genauere Bestim- 
mung wurde moglich, da GDPaS-A rnit N-Bromsuccinimid 
zu [a-I80]GDP umgesetzt werden konnte; dessen Phos- 
phorylierung ergab [a-180]GTP, das als Substrat fur Gu- 
anylat-Cyclase eingesetzt wurde. Das erhaltene [ “O]cGMP 
bestand nur aus einem Isotopomeren, was durch 31P- 
NMR-Spektroskopie der Methylester rnit hoher Genauig- 
keit gezeigt werden konnte (siehe Abschnitt 3.1, Fig. 18). 
Dieses Ergebnis laBt den SchluS zu, daB sowohl die Aus- 
tauschreaktion an GDPaS als auch die enzymatische Cycli- 
sierung innerhalb der Fehlergrenzen der Bestimmungsme- 
thode stereospezifisch abll~ft[”~. Daraus schliel3en wir, 
daB an anderen NDPaS die N-Bromsuccinimid-Reaktion 
ebenso stattfindet. Bei allen drei Austauschreaktionen 
spielt der pH-Wert eine entscheidende Rolle. Bei pH 7-8 
wird der Sauerstoff nicht nur in die a-, sondern auch die 0- 
Phosphatgruppe eingebaut, falls die p-Phosphatgruppe 
nicht durch eine Cyanethylgruppe geschiitzt wird. Dieses 
,,scrambling“ wird rnit der Bildung eines intramolekularen 
Cyclodiphosphats erkllrt[”]. Ubrigens wird bei Verwen- 
dung von ATPaS der Sauerstoff bei allen drei Reaktionen 
durch intermediare Bildung eines sechsgliedrigen Ringes 
(nucleophiler Angriff der y-Phosphatgruppe an der a- 
Phosphatgruppe) sowohl in a- als auch in y-Stellung einge- 
ba~t[~’-~’I. Aus diesem Grund wird zur Herstellung von 
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[a-"O]NTP das entsprechende NDPaS rnit H2"0 zum 
[a-"O]NDP umgesetzt, das dann durch eine Kinase zum 
[a-I80]NTP phosphoryliert wird. 

Diese Methode des Austausches ist auch zur stereospe- 
zifischen Einfiihrung von I7O von Interesse. I70-markierte 
Nucleotide k6nnen ESR-1s21 und '70-NMR-spektrosko- 
pisch untersucht die dabei erhaltenen Be- 
funde geben Auskunft iiber Struktur und Konfiguration 
von Nucleotid-Metallkomplexen. 

3. Anwendung zur Liisung mechaoistischer Probleme 
enzymatischer Reaktionen 

3.1. Stereochemischer Verlauf von Eaymreaktionen 

Eines der Hauptanwendungsgebiete der Nucleosid- 
phosphorothioate war und ist die Untersuchung des ste- 
reochemischen Verlaufs enzymatischer Phosphoryl- und 
Nucleotidyltran~ferreaktionen~'-~~. Inzwischen sind unge- 
f&hr 40 Enzyme mit der Phosphorothioatmethode unter- 
sucht worden (Tabelle 1). Die Ergebnisse sind besonders 
in mehreren ISbersicht~artikeIn~'-~~ dargelegt worden, so 
daR hier nur einige neue Befunde hauptsachlich rnit DNA- 
Polymerasen als Beispiel geschildert und einige Grund- 
iiberlegungen diskutiert werden sollen. Den Untersuchun- 
gen lag die Idee zugrunde, die Kenntnis des stereochemi- 
schen Verlaufs der enzymatischen Transferreaktionen 
sollte eine Unterscheidung zwischen einer einfachen und 
einer doppelten Substitutionsreaktion, bei der ein kovalen- 
tes Enzymintermediat auftritt, zulassen. Im ersten Fall 
sollte Inversion, im zweiten Retention der Konfiguration 
am iibertragenen Phosphoratom zu beobachten sein. 

Nachdem zuerst der stereochemische Verlauf der 
E.-coli-DNA-abhangigen DNA-Polymerase I (Komberg-En- 
zym)1s5-s71 und der E.-coli-DNA-abhangigen RNA-Polyme- 

beschrieben worden war, sind in letzter Zeit auch 
andere Polymerasen wie T4- und Ti'-Phagen-DNA-Poly- 

untersucht worden. Es hat sich ein einfaches 
Verfahren zur Bestimmung des stereochemischen Verlaufs 
der durch diese Enzyme katalysierten Reaktionen heraus- 
kristallisiert. Polymerisation von l T P  und dATPaS, wobei 
bis jetzt immer nur das S,-Isomer als Substrat gefunden 
wurde, an Poly[d(A-T)] liefert ein Polymer, das immer ab- 
wechselnd eine Phosphatgruppe und eine Phosphorothio- 
atgruppe enthllt: Poly(d(TiA)]. 

Dieses Polymer kann mit dem Kornberg-Enzym, das 
eine 5'-+,3'-Nucleaseaktivittit aufweist und im wesentlichen 
nur Phosphatdiester, nicht aber Phosphorothioatdiester 
~ p a l t e t I ~ ' - ~ ~ ~ ,  zu d[pTp(S)A] abgebaut werden. Durch Hy- 
drolyse mit alkalischer Phosphatase erhalt man daraus 
d[Tp(S)A], dessen Konfiguration durch Vergleich mit den 
chemisch synthetisierten Diastereomeren (31 P-NMR-Spek- 
troskopie oder HPLC) bestimmt werden kann (Fig. 14). 
Untersuchungen rnit dem Enzym Reverse Transcriptase 
haben gezeigt, daR diese Analyse sogar am Polymer, also 
ohne Nucleaseabbau, durch 31P-NMR-Spektroskopie 
durchgefiihrt werden kann, vorausgesetzt die Polymere 
sind nicht zu lang und geben ein scharfes Alle 
durch diese Polymerasen katalysierten Reaktionen verlau- 
fen unter Inversion der Konfiguration am Phosphoratom. 

Tabelle 1. Stereochemischer Verlauf enzymatischer Phosphoryl- und Nucle- 
otidyltransferreaktionen. 

Enzym Stereo- Lit. 
chemischer 
Verlauf 

A) Untersuchung rnit '60-Phosphorothioaten 
Ribonuclease A 

Ribonuclease T, 
Ribonuclease T2 
Enterobacter-aerogenes- 

Phosphohydrolase 
E.-coli-DNA-abhangige 
RNA-Pol ymerase 

Umesterungsschritt 

Initiation 
Elongation 

E. coli I 
T4-Phage 
T7-Phage 
M. Luteus 

DNA-abhangige DNA-Polymerasen 

Reverse Transcriptase 
Pol ynucleotid-Phosphorylase 

Austausch 
Elongation 

t RNA-Nucleotidyl-Transferase 
RNA-Ligase, Ligationsschritt 
UDP-Glucose-Pyrophosphorylase 
Galactose-I -Phosphat-Uridyl- 
Transferase 
Adenylat-C yclase 

Bakteriell 
Sauger 

Inversion 
Inversion 
Inversion 

Inversion 

Inversion 
Inversion 

Inversion 
Inversion 
Inversion 
Inversion 
Inversion 

Retention 
Inversion 
Inversion 
Inversion 
Inversion 
Retention 

Inversion 
Inversion 

Untersuchungen rnit 'b0.'80-Phosphorothioaten 
Ribonuclease A, Hydrolyseschritt Inversion 
Nucleosiddiphosphat-Kinase Retention 
Acetyl-CoA-Synthetase Inversion 
Adenylat-Kinase Inversion 
Adenosin-Kinase Inversion 
Nucleosidphospho-Transferase Retention 
Nuclease S I Inversion 

Untersuchungen mit rb0.r70, 'RO-Phosphorothioat 
Myosin-ATPase Inversion 
Mitochondrielle ATPase Inversion 
ATPase aus dem Sarcoplasmatischen Retention 
Reticulum 
Elongationsfaktor-G-GTPase Inversion 
Elongationsfaktor-T-GTPase Inversion 
Phosphoglycerat-Kinase Inversion 
Schlangengift-5'-Nucleotidasc Inversion 
Thermophilic-Bacterium-PS3-ATPase Inversion 

D) Untersuchungen sowohl mit der Phosphorothioat- 
als auch rnit der Sauerstoff~otopenmethode 
Hexokinase Inversion 
Glycerol-Kinase Inversion 
Pyruvat-Kinase Inversion 
Polynucleotid-Kinase Inversion 
cyclische Phosphodiesterase Inversion 
Guanylat-Cyclase Inversion 
Schlangengift- Phosphodiesterase Retention 
Aminoacyl-tRNA-Synthetasen Inversion 

E) Untersuchungen mit der Sauerstoffisotopenmethode 
Alkalische Phosphatase Retention 
Acetat-Kinase Inversion 
Creatin-Kinase Inversion 
Nuclease aus Staphylococcus auras  Inversion 
Milz- Phosphodiesterase Retention 
Phosphoglycerat-Mutase Retention 
Nuclease PI Inversion 

[l98, 199, 2011 
[199, 2001 
[64, 198, 1991 
[202, 2031 
[204-2071 
(391 

[211,212] 
128, 208-2101 

Auch der stereochemische Verlauf einer rnit einer DNA- 
Polymerase assoziierten 3 ' 4  S-Exonuc\ease ist f i i ~  das T4- 
Phagen-Enzym bestimmt worden, indem die Konfigura- 
tion des Produkts ["OIdAMPS rnit der des Substrats [a- 
"O]dATPaS verglichen wurde. Dies geschah durch enzy- 
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DNA- Polymerase 
poly-IdIA-T)I+ dTTP+ dATPaSA b POly-Id ( Ts-A 11 

1. 5'-Sxonucleose 
2. Phosphotose 1 

d l  Tp (S) A1 

Fig. 14. Bestimrnung des stereochemischen Verlaufs der durch cine DNA-Po- 
lymcrase katalysienen Reaktion. Das Produkt d(Tp(S)A] wird mit den che- 
misch synthetisierten Diastereomeren durch HPLC odcr NMR-Spektrosko- 
pie verglichen. Alle Befunde deutcn darauf hin, daD die Konfiguration im- 
mer R, ist. 

matische Phosphorylierung von [u-'~O]~AMPS rnit Pyru- 
vat-Kinase und Adenylat-Kinase, wobei [u-'~O]~ATP,S 
der S,-Konfiguration ent~teht''~~. Durch " P-NMR-Spek- 
troskopie kann festgestellt werden, ob das "0 nur am Pa 
lokalisiert ist oder ob es Pa und P,, ~ e r b r i i c k t [ ' ~ * ~ ~  (Fig. 15). 

T.4 -DNA-Polymerose 
- I OH 

Adenylot-Kinose ATP 
Pyruvat-Kmse, PEP 

OH 

Fig. IS. Bestimrnung des stereochcmischcn Verlaufs der durch die T4-Pha- 
gen-DNA-Polymerase-3'-5'-Exonuclease katalysierten Reaktion. Die Kon- 
figuration von [a-"O]dATP,S wird 3'P-NMR-spektroskopisch bestimmt 
0 = "0. 

Im Produkt [u-'*O]dATPaS wurde "0 nur an Pa gefunden. 
Das bedeutet Retention der Konfiguration; da die Polyme- 
risation unter Inversion ablluft, mu13 auch die Exonucle- 
asereaktion unter Inversion ablaufen["]. Diese Methode 
zur Konfigurationsbestimmung hat viele Anwendungs- 
maglichkeiten, und sie wurde auch fur Nuclease-S1-Reak- 
tionen verwendet; dabei benutzte man das S,-Isomer von 
d[Tp(S)AIt6''. 

Eine elegante Anwendung haben die Phosphorothioate 
bei der Untersuchung des stereochemischen Verlaufs von 
ATPase-Reaktionen gefunden; dabei wird [y-I8O]ATPYS 
als Substrat in Gegenwart von H2170 b e n ~ t z t ' ~ ~ .  Die Konfi- 
gurationsbestimmung des entstehenden chiralen 16*17,180- 
Thiophosphats gelingt durch enzymatischen Einbau in 
ATP,S, dessen Konfiguration 3'P-NMR-spektroskopisch 
ermittelt wird; dabei ist von Vorteil, daB I7O die Signale 
von "P durch Verbreiterung wegen des Quadrupelmo- 
ments praktisch verschwinden lBBt, so daB sich die Ana- 
lyse darauf beschrhkt festzustellen, ob l80 nur an Pa loka- 
lisiert ist oder ob eine P,-"O-P,,-Briicke enthalten ist'9*621 
(Fig. 16). Eine elegante und beeindruckende Analyse! 
Es erhebt sich bei allen diesen stereochemischen Unter- 

suchungen mit Nucleosidphosphorothioaten die Frage, ob 
eine enzymatische Reaktion mit diesen Analoga stereoche- 

S 
I 

o/pi"..r 
lRp) 0 

Glycerinoldehydphosphot-Dehydrqecuse 
Glycerinoldehydphosphat 

1 2;phoglycerot-Kinase 

1 

1 ;rnose 
ATPyS 

ADPpS 

Phosphoglycerot-Kinose 1 Glycerot - 1.3 - bisphosphot 

ATPpS 

Fig. 16. Bestimmung der Konfiguration dcs R,-Enantiomers von 
['60,1'0,'80]Thiopho~phat. Die Analyse des Endproduktcs 18 
160,1'0,180WTPpS geschieht 3'P-NMR-spektroskopisch. 0 = 'b; 0 = "0; 
0 = '80. 

misch anders verlauft als rnit den normalen Substraten. 
Das Problem laDt sich kllren, wenn ein Enzym sowohl rnit 
dem Phosphorothioat als auch mit dem natiirlichen Sub- 
strat umgesetzt wird. Fur Untersuchungen mit natiirlichem 
Substrat mu0 auch die zu ubertragende Phosphatgruppe 
chiral sein; dies kann durch stereospezifische Einfuhrung 
von I7O und "0 erreicht werden. Knowles et al.[4*631, Lowe 
et a1.1641 und Gerlt et al.1651 haben Methoden zur Synthese 
der Substrate und zur Analyse der Produkte entwickelt, auf 
die hier nicht naher eingegangen wird. Ein Verfahren zur 
Synthese der markierten Substrate durch stereospezifi- 
schen Austausch von S gegen "0 oder "0 wurde in Ab- 
schnitt 2.4 besprochen. 

f l t s  
HO-P-0-P-0-P-0 AD A@ bQ Guonylot-Cyclos; o o , p / o ~ G M  

0 OH 
s" \ 

OH OH 

1. NBS n n n  " "  
II II 3 Guo Guonylot-Cyclose 

H2@ b HO-P-0-P-0-E-0 
bQ A0 60 

GDPaS 
2.PEP 

(SD) Pyruvot-Kinose 
(Rp) OH d~ 

Fig. 17. Bestimmung des stereochcmischcn Verlaufs der durch Guanylat-Cy- 
clase katalysicrten Reaktion. 0 - ''0. 

Bei den sechs Enzymen, die mit beiden Methoden unter- 
sucht wurden (siehe auch Tabelle 1) und far die in Figur 
17 Guanylat-Cyclase als Beispiel beschrieben wird, wurde 
kein Unterschied im stereochemischen Verlauf der Reak- 
tion gefunden. Dies rechtfertigt, die Ergebnisse von Phos- 
phorothioaten fiir die Reaktion mit normalen Substraten 
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als iibertragbar anzusehen. Die Phosphorothioate sind so- 
wohl wegen der leichteren Zugiinglichkeit als auch der ein- 
facheren Analyse der Produkte und der geringeren erfor- 
derlichen Mengen leichter zu handhaben als die "0-Ver- 
bindungen. Komplikationen kiinnen durch die oft niedri- 
geren Reaktionsgeschwindigkeiten eintreten, besonders 
dann, wenn Sekundiirreaktionen am Substrat oder am Pro- 
dukt, wie z. B. Entschwefelung, auftreten; dies ist z. B. bei 
Umsetzungen mit Schlangengift-Phosphodiesterase oder 
Nuclease S1 der Fa11[27.611. Bis jetzt gibt es allerdings nur 
ein Enzym, die Milz-Phosphodiesterase, bei dem die Phos- 
phorothioatmethode versagt hat, da wegen der geringen 
Hydrolysegeschwindigkeit eine Transphosphorylierung 
iiberhand nahm'661. 

Von den insgesamt ca. 50 bis jetzt in bezug auf den ste- 
reochemischen Verlauf der durch sie katalysierten Reak- 
tion untersuchten Enzyme zeigen ca. 40 Inversion und ca. 
10 Retention der Konfiguration am Phosphoratom (Ta- 
belle 1). In der einfachsten Interpretation heiBt das, daB 
4/5 der Enzym-Reaktionen nach einem Einschritt-Mecha- 
nismus ablaufen. Diese Interpretation beriicksichtigt je- 
doch nicht den Tatbestand, daB nur die Substitutionsreak- 
tionen, bei denen sowohl die eintretenden als auch die aus- 
tretenden Gruppen apical bei der im ubergangszustand 
(oder im Intermediat) auftretenden trigonalen Bipyramide 
angeordnet sind (in-line-Mechanismus), Inversion zur 
Folge haben; bei Anordnungen, bei denen die eintretende 
Gruppe apical, die austretende aber aquatorial ist (adja- 
cent-Mechanismus), mu13 eine Pseudorotation stattiinden, 
die Retention der Konfiguration zur Folge hat[67*681 (Fig. 
18). Demnach muB Retention nicht unbedingt das Ergeb- 

HO 
'+,I 

-, 
I 3 

2 ' 6 - 0 R  + HO-F'%3 4 P-OAd + HOR 
8' 

OAd 
s.,I S-OAd 

? 0' 

(%, + 0-P--OR + P-0 + HOR 
\I 

OH 

+ HOR 

Fig. 18. Stereochernische Konsequenzen von Substitutionsceaktionen am 
Phosphor in Phosphaten. Ad- Adenosin; 0 - "0. - Oben: in-line-Mecha- 
nismus ergibt Inversion der Konfiguration. Mitte: adjacent-Mechanismus er- 
forderi eine Pseudorotation (w)  und ergibt Retention. Untcn: Elimination- 
Additions-Mechanismus iiber Metaphosphat sollte Racemisierung ergeben, 
jedenfalls in nicht-enzymatischen Reaktionen. 

nis zweier unter Inversion ablaufender Substitutionsreak- 
tionen sein. Bei der Halfte der Enzyme, deren Reaktionen 
Retention zeigen, kann ein kovalentes Enzymintermediat 
entweder nachgewiesen oder aber als wahrscheinlich ange- 
sehen werden, so daB Retention als das Ergebnis zweier 
unter Inversion ablaufender Substitutionsreaktionen inter- 
pretiert werden kann. Bei der anderen Hllfte der Enzyme 
ist das bis jetzt entweder nicht gelungen oder auch gar 
nicht versucht worden, so daB hier noch die Miiglichkeit 
besteht, daB Retention das Ergebnis eines Substitutions- 

schrittes mit Pseudorotation sein kann. Es wird aber als 
wahrscheinlich angenommen, daO auch bei diesen Enzy- 
men die Reaktion nach einem Zwei-Schritte-Mechanismus 
abliiuft. Man kann noch kompliziertere Interpretationen 
heranziehen: So fuhrt jede ungerade Zahl von Substitu- 
tionsreaktionen nach dem in-line-Mechanismus zu Inver- 
sion, so daB Inversion nicht ungedingt nur das Ergebnis 
nur einer solchen Reaktion sein muO. Inversion kiinnte 
dariiber hinaus auch erkliirt werden durch einen Zwei- 
Schritte-Mechanismus, bei dem der erste Schritt unter In- 
version, der zweite aber unter Retention abliiuft, oder auch 
umgekehrt. Solange aber die einfachsten Interpretationen 
ausreichend sind, besteht fur eine komplizierte Argumen- 
tation kein AnlaB. Fur eine Diskussion der Bedeutung des 
Elimination-Additions-Mechanismus bei Enzymreaktio- 
nen sei auf den Artikel von Knowle~['~ verwiesen. 

Bis jetzt gibt es nur zwei Riintgen-Strukturanalysen von 
Nucleotidtransferenzymen, RNase-A und Staphylococcal- 
Nuclease, die die Struktur des aktiven Zentrums genau ge- 
nug erkennen lassen, um einen Mechanismus ableiten zu 
konnen[69*701. Bei den stereochemischen Analysen der Re- 
aktionen dieser beiden Enzyme fand man Inversion der 
K ~ n f i g u r a t i o n [ ~ ~ ~ " ~ ~ ' " ~ ~  , was in vollem Einklang mit den 
Strukturanalysen ist (detaillierte Diskussion fur die Sra- 
phylococcus-aureus-Nuclease siehe t7'9. 

3.2. Struktur des Mg-ATP-Komplexes in Enzymrenktionen 

Phosphorothioatanaloga, besonders die von ATP, eig- 
nen sich auch zur Untersuchung der Struktur des Mg-ATP- 
Komplexes, der bei enzymatischen Phosphoryl- und Nu- 
cleotidyltransferreaktionen a ~ f t r i t t [ ~ * ~ * ~ - ' ~ ] .  Sie sind damit 
eine wertvolle Ergilnzung zu den austauschinerten Cr"'- 
und C~'~'-ATP-Kornplexen[~~*'~~. Phosphorothioatanaloga 
sind jedoch oft wesentlich bessere Substrate; die Cr"*- und 
CoTT'-Komplexe kiinnen hingegen eine Koordination des 
Metalls an die y-Phosphatgruppe eindeutiger festlegen. 

Die Verwendung der Phosphorothioatanaloga von ATP 
bei derartigen Untersuchungen beruht auf der Beobach- 
tung, daB in Gegenwart von Mg2+ das B-Isomer von 
ATP,S und in Gegenwart von Cd2+ das A-Isomer die be- 
vorzugten Substrate fur Hexokinase sindI3*I. Wie schon bei 
der Konfigurationszuordnung fur die Diastereomere von 
ATP,S diskutiert (Abschnitt 2.1), ist auch nur das P,y-A- 
Diastereomer des Co(NH3).+ATP-Komplexes ein Sub- 
~trat["~; dieser Befund diente als Grundlage zur Bestim- 
mung des Mg-ATP,S-B- und des Cd-ATPBS-A-Komplexes 
als p,y-A[321 (Fig. 10a). Das unterschiedliche Substratver- 
halten des Mg2*- und des Cd2+-ATPBS-Komplexes hat 
seine Ursache in der bevorzugten Koordination von Mg2+ 
an 0 und von Cd2+ an S; dies laDt sich auch NMR-spek- 
troskopisch be~bachten'~". Andere Kationen wie Co2 + , 
Zn2+ und Mn2+ zeigen solche RBferenzen nicht so stark; 
folgerichtig kOnnen dann beide Diastereomere von ATP,S 
Substrate sein. Solche Ergebnisse sprechen dafiir, daB das 
Kation wiihrend der Umsetzung durch das E n z p  an der 
Phosphorothioatgruppe koordiniert sein muD. Wiirde das 
Metallion abdissoziieren und z. B. durch eine positiv gela- 
dene Gruppe im aktiven Zentrum des Enzyms ersetzt, so 
ware eine solche Umkehr nicht zu erkliiren, da nicht einzu- 
sehen ist, daB diese Gruppe im einen Fall bevorzugt an 0, 
im anderen an S binden sollte. 
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Tabelle 2. Struktur des Metall- ATP-Komplexes am aktiven Zentrum von Enzymen nach Analyse mit der Phosphorothioatmethode. 

Enzym P,-Spezifitat [a] P@-Spezifitilt [a] Struktur des p,y-Metall- Lit. 
ATP-Komplexes [b] 

~~ 

E.-coli-DNA-Polymerase I 
E.-coli-DNA-abhlngige RNA-Polymerase 
Hexokinase, Hefe 
Hexokinase, Saugetier 
Glucokinase 
Creatin-Kinase 
Arginin-Kinase 
Acetat-Kinase 
Adenylat-Kinase, Here 
Myosin 
Phosphoglycerat-Kinase 
Phe-tRNA-Synthetase 
Met-tRNA-Synthetase 
Pyridoxal- Kinase 
Protein-Kinase 
Thermophilic-Bacterium-PS3-ATPase 
Carbamat-Kinase 
Glutamin-Synthetase 
Carbamoylphosphat-Synthetase 
Phospboribosylpyrophosphat-Synthetase 

la] Sp(Mg-Cd) bedeutet, daD das Enzym die Prilfcreru fur das S,-Diastereomer (Isomer A) fur AT&S bzw. ATPBS unabhilngig davon beibe- 
hillt, ob Mg2+ oder Cd2+ als aktivierendes Kation venvendet wird; R,(Mg)-S,(Cd) bedeutet, dab das Enzym das R,-Diastcreomer in Ge- 
genwart von Mg2+ bevorzugt, aber das S,-Diastereomer in Gegenwart von Cd2+ (oder Zn2+). [b] A und A bezeichnen den Schraubensinn des 
B,y-Metall-ATP-Komplexes [33]. 

Bei allen nach dieser Methode untersuchten Enzymreak- 
tionen findet man bei Verwendung der Diastereomere von 
ATP,S und ATPpS - mit einer A ~ s n a h m e [ ' ~ ~  - Umkehr der 
Stereoselektivitat am 0-Phosphat, nicht jedoch - mit zwei 
A u ~ n a h m e n ~ ~ ~ . ~ ~ ]  - am a-Phosphat (Tabelle 2). Fiir das b- 
Phosphat ist daher anzunehmen, daD das Metallion in b- 
Position gebunden ist, fur das a-Phosphat, daD kein Me- 
tallion in a-Position koordiniert ist. Eindeutig ist diese 
zweite Aussage nicht, da es auch vorstellbar ist, daD durch 
die Struktur des aktiven Zentrums die Bildung der Metall- 
komplexe gewissen Zwangen unterworfen ist, so daD z. B. 
eine sonst ungiinstige Mg+S-Koordination m6glich wird. 
Solche und ahnliche Annahmen mu13 man auch zur Erklii- 
rung heranziehen, wenn die Stereoselektivitat zwar fiir ein 
Metallion, nicht aber fiir das andere stark ausgeprigt ist, 
wie z. B. bei der RNA-Polymera~e~~~', wo das Verhaltnis 
der Aktivitiiten fur ATP,S-A/B in Gegenwart von Mgz+ 
1.11 und fur Cd2+ 0.003 betragt. hn l iches  gilt auch fiir 
Myosin, wo die Werte 3000 bzw. 1.3 betragen'79'. 

Eine Beschreibung des Metall-ATP-Komplexes auf- 
grund dieser Ergebnisse ist nicht einfach. Es ist jedoch an- 
zunehmen, daB das Metallion in einem, wahrscheinlich 
dem geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Enzymre- 
aktion an der Phosphorothioatgruppe gebunden ist, an der 
man die Umkehr der Stereoselektivitat beobachtet. 1st dies 
lediglich am fi-Phosphat der Fall, wird meist auf die Struk- 
tur eines $,y-Mg-ATP-Bidentatkomplexes geschlossen; aus 
thermodynamischen Griinden ist ein p-Monodentatkom- 
plex wesentlich instabiler als ein sechsgliedriger cyclischer 
fi,y-Komplex. Mit den Phosphorothioatanaloga laat sich 
aber ein solcher Komplex nicht beweisen. Die Interpreta- 
tion ist jedoch in Einklang mit den Befunden, die mit den 
austauschinerten Cr"'- und Co"'-ATP-Komplexen erhal- 
ten wurden - soweit direkte Vergleiche wie bei Hexokina- 
sep3*801, Creatin-Kina~e[~~.~",  Argin in-Kina~e~~~,"~  und 
Adenylat-Kina~e[".~~~ maglich sind. Schwierigkeiten erge- 
ben sich bei der Deutung der Ergebnisse bei Creatin- und 

01 

$de OH 

1 ,,Mg 
0,' 0 0 

I A 1  I 

Fig. 19. Struktur des Mg-ATP-Komplexcs im aktiven Zentrum von a) E.-coli- 
DNA-abhilngiger DNA-Polymerase I und b) Myosin. - Die Koordination 
des Metallions an die B-Phosphatgruppe von ADP wurde durch ESR-Mcs- 
sungen an [B-"O]ADP bestimmt [84]. 
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Arginin-Kinase, bei denen sowohl Umkehr am a- als auch 
am B-Phosphat von ATP auftritt. Es kannte entweder ein 
zweikerniger a$- oder ein B,y-Mg-ATP-Komplex vorlie- 
gen; das Produkt ware ein a$-ADP-Komplex. Des Mtsels 
LBsung scheint aber ein a,p,y-Mg-ATP-Tridentatkomplex 
zu sein, wie sich aus ESR-Messungen an dem Komplex 
[a,p'70]ADP-Mn-Nitrat-Creatin-Enzym ergibt[52.831. Ein 
solcher Komplex paBt sehr gut zu einem B,y-ATP-Kom- 
plex des Substrats und einem a$-ADP-Komplex des Pro- 
dukts. Wie die Befunde bei der Phosphoglycerat-Kinase 
(Umkehr am a-, aber nicht am fi-Phosphat) zu erklaren 
sind, ist noch ~ngewiB[''~. 

Tabelle 2 zeigt, daB keine eindeutige Prlferenz fur eine 
bestimmte Konfiguration des Metall-ATP-Komplexes exi- 
stiert. Es sollte aber betont werden, da13 alle bisher unter- 
suchten DNA- und RNA-Polymerasen ausschlieBlich das 
S,-Isomer als Substrat akzeptieren, unabhlngig vom an- 
wesenden Kation. 
In Figur 19 sind die mit den Phosphorothioatmethoden 

erhaltenen Ergebnisse iiber den stereochemischen Verlauf 
der Reaktion sowie iiber die Struktur des Mg-ATP-Sub- 
strat-Komplexes fur und DNA-PoIyrnera~e['~~ 
zusammengefaBt ; dies zeigt, welch detailliertes Bild von 
der Anordnung des Substrats im aktiven Zentrum durch 
solche Untersuchungen erhalten werden kann. Selbst- 
verstlndlich lassen sie keine Aussage iiber Teilnahme und 
Funktion funktioneller Gruppen der Proteine zu; das zu 
kllren bleibt der R6ntgen-Strukturanalyse vorbehalten. 

4. Anwendung zur Liisung 
anderer biochemischer Problerne 

4.1. Einbau von Phosphorothioatgruppen in DNA 

Phosphorothioatgruppen lassen sich leicht durch enzy- 
matische Polymerisation von dNTP,S in DNA einbau- 
edsSl. Alle untersuchten DNA-Polymerasen, z. B. E.-coli- 
DNA-Polymerase T4- und T7-Phagen-DNA-Poly- 
m e ~ a s e [ ~ ~ ~ ~ ~ I ,  M.-lute~s-DNA-Polymerase[~~~~~~ und Reverse 
Transcriptase["], benutzen nur das S,-Isomer von dNTP,S 
als Substrat, wobei immer Inversion der Konfiguration am 
Phosphor beobachtet wird. Auch die DNA-Polymerase f3 
von Slugern polymerisiert dNTP,S ; die Stereospezifitat 
wurde allerdings noch nicht untersucht[861. Das gilt auch 
far die mit Ether behandelten E.-~oli-Zellen[~'~. Allen Sy- 
stemen ist gemeinsam, daB die Phosphorothioate iihnlich 
schnell polymerisieren werden wie die natiirlichen Tri- 
phosphate. 

Die durch Phosphorothioatgruppen veriinderte DNA 
unterscheidet sich in mancher Hinsicht von naturlicher 
DNA. So wurde schon sehr friih gef~nden['~], daB doppel- 
strgngige, zirkullre mX174- oder fd-DNA, in der nur der 
Minus-Strang durch Einbau von dAMPS anstelle von 
dAMP veriindert war, zwar denselben Sedimentationskoef- 
fizienten wie die natiirliche DNA zeigt, daB aber die 
Schwebedichte in neutraler CsCI-Losung ca. 0.4% groBer 
ist, was durch das im Vergleich zu Sauerstoff hbhere 
Atomgewicht von Schwefel erklart werden k6nnte. Die 
veriinderte DNA ist infektiss; ihr T,,,-Wert liegt 1-2 "C un- 
ter dem der nicht-modif~erten DNA. Niedrigere T,- 
Werte wurden in jiingster Zeit auch fur die Phosphorothio- 

atanaloga anderer Polymere wie Poly(d(GzC)] (AT,,, 
- 8 "C), Poly[d(C;G)] (AT,,, - 2 0C)[431, aber auch 
Poly[d(AIT)] (AT,,, - 15 "C) und Poly[d(TIA)] (AT,,, 
- 5 0C)[87*881 gefunden. Worauf dies zuriickzufiihren ist, be- 
darf noch der KlBrung. Die CD-Spektren der Analoga von 
Poly[d(G-C)] unterscheiden sich nicht von denen des na- 
tiirlichen Polymersr431. Es wurde noch nicht untersucht, wie 
gut solche modifizierte DNA als Matrize fur DNA-abhln- 
gige RNA- und DNA-Polymerasen dienen kann. Die 
Phosphorothioatgruppe beeinfluBt den tZbergang von der 
B- in die Z-Konformation. So l8Bt sich der Ubergang bei 
Poly[d(G,C)] wesentlich leichter erreichen als bei 
Poly[d(G-C)]; bei Poly[d(C,G)] ist er praktisch unmoglich. 

RF lV/ll-- 

RF 111- 

5'. . . . .dGpTpTpApApG. 1 . . . . 3 '  

31. . . .dCpA&T p T p C .  . . . . 5 '  
5 

1 

a- 

B- 
C- 
0- 
E- 
F- 

G- 

n- 

5'. . . . .dCpCpGpG. 5 . . . .3' 

3'. . . . .dGpGpCgC. . . . .5 '  
5 

f 
Fig. 20. Inhihierung der durch Restriktionsendonucleasen katalysierten Re- 
aktionen durch Einbau einer Phosphorothioatgruppe an der Schnittstelle. a) 
Reaktion mit HindII. b) Reaktion mit HpaII. - Das Enqm Hind11 schneidet 
fd-DNA einmal, so daB die ringfhnige DNA linearisiert wird. Das Enzym 
HplI  schneidet achtmal, so daD acht Fragmente unterschiedlicher Unge er- 
halten werden. Die Buchstaben A bis H kennzeichnen diesc Fragmente. 
RF IV ist zirkullre, kovalent geschlossene doppelstrangige DNA; RF 111 ist 
doppelstrlngige, lineare DNA: RF I1 ist zirkulare, doppelstrangige DNA mit 
mindestens einem Bruch in einem der Strange. Die Fragmente wurden gel- 
elektrophoretisch getrennt und mit Ethidiumhromid angeRrbt [90]. 
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Dies l5Bt sich durch UV-, CD-, Laser-Raman- und 3’P- 
NMR-Spektroskopie zeigen. Auch ist Poly[d(GiC)] im Ge- 
gensatz zu Poly[d(CIG)] stark antigen, und die produzier- 
ten Antikijrper sind spezifisch fur Z-DNA. Wie der unter- 
schiedliche EinfluB der Phosphorothioatgruppen entsteht, 
ist noch ~nk la r ‘~~’ .  Die Befunde deuten auf eine bis jetzt 
noch nicht beachtete Rolle der Phosphatgruppen bei die- 
ser Konformationsanderung hin, und es ist zu hoffen, daIj 
die DNA-Analoga einen genaueren Einblick in diese Pro- 
zesse ermiiglichen. Anhand der 31P-NMR-Spektren der 
partiell thiophosphorylierten Polymere Poly[d(TEA)J, 
PolyId(A;T)], Poly[d(CEG)] und Poly[d(GSC)] konnten die 
” P-NMR-Signale der nicht-modifizierten Polymere zuge- 
ordnet werden, da  die Signale der Phosphorothioatgrup- 
pen stark tieffeldverschoben ~ i n d [ ~ ~ * ~ ’ ] .  

Neben diesen Unterschieden zwischen naturlicher DNA 
und Phosphorothioat-DNA zeigen sich auch solche bei der 
Wechselwirkung mit Enzymen. Phosphorothioatinternu- 
cleotidbindungen sind gegen die 5’+3’-Nuclease der Poly- 
merase I stabil (siehe Abschnitt 3.1). Diese Stabilitat gegen 
Nucleasen scheint eine allgemeine Erscheinung zu sein. So 
kiinnen diese modifizierten Internucleotidbindungen auch 
nicht von der Exonuclease 111 hydrolysiert werden. Dieser 
Befund ist zur Stabilisierung des 5‘-Endes eines Stranges 
doppelstrangiger DNA gegen Abbau benutzt wordenrspl. 

Auch alle untersuchten Restriktionsenzyme hydrolysie- 
ren Phosphorothioatinternucleotidbindungen langsamer 
als entsprechende Phosphatbindungen. Dies konnte an fd- 
DNA-Molekiilen gezeigt werden, bei denen nur der (-)- 
Strang, nicht aber der als Matrize fur die Polymerisation 
benutzte (+)-Strang modifiziert wartpo1. Durch Ersatz je- 
weils eines Desoxynucleosidtriphosphats durch das ent- 
sprechende Phosphorothioatanalogon bei der Polymerisa- 
tion wurden vier Prlparationen hergestellt, bei denen je- 
weils die 5’-Phosphatgruppe eines anderen Nucleotids mo- 
difiziert war. Beim Vergleich des Abbaus dieser vier DNA- 
Molekiile durch sechs Restriktionsenzyme stellte sich her- 
aus, da13 im allgemeinen nur die Modifizierung exakt an 
der Schnittstelle, nicht aber in anderen Positionen inner- 
halb der Erkennungsregion, die Hydrolyse z. T. erheblich 
verlangsamte (Fig. 20). Dieser noch nicht quantitativ er- 
fal3te Befund regt die Verwendung der Phosphorothioate 
zur Stabilisierung von DNA gegen den Abbau durch Re- 
striktionsenzyme an. 

Die 3’+5’-Nuclease-Aktivitlt viraler und bakterieller 
DNA-Polymerasen ist fur das Ausschneiden nicht-komple- 
mentarer Basenpaare wahrend der Polymerisation und da- 

Polymerisations - 
5’ p richtung 

G G C  

3‘--5‘- Exonuclease, 

5’ p 

mit fur die Genauigkeit der Replikation bei diesen System 
ganz oder teilweise verantw~rtlich‘~’~ (Fig. 21). Sollten die 
Phosphorothioate von dieser Nuclease nicht oder nur 
langsamer hydrolysiert werden, sollte man eine Erhijhung 
der Fehlerhaufigkeit bei der Replikation erwarten; auf 
diese Weise kiinnte man den Anteil abschltzen, den diese 
3‘+ 5’-Nuclease zur Genauigkeit beitragt. Zur Bestimmung 
der Genauigkeit der Replikation eignen sich besonders 
amber-Mutanten von zirkularer Einzelstrang-Virus-DNA, 
die durch Einbau nicht-komplementarer Basen bei der Re- 
plikation, also fehlerhaften Einbau, zum Wildtyp revertie- 
ren (Fig. 22). Selbst wenige Revertanten kiinnen sehr ge- 

Wildtyp,I+l-Strang 5: ......... TGG .......... 3’ dCTPI 31 ......... AC C .......... 5’kl- Strang 
5! ......... TGG .......... 3’kl -Strang 

try P 

Mutante am-3 5: ......... TAG 3‘ dTTq 31 ......... ATC .......... 5’ .......... 
5: ......... TAG .......... 3’ am 

3: ......... ACC .......... 5’ 
oder dCTPaS 5: ......... TGG .......... 3’ tryp 

Fig. 22. OX17CMutante am3. Die Positionen 586-588 sind angegeben. In 
der Mutante ist G durch A ersetzt. Dicses Triplett codiert im Wildtyp fur die 
Aminostiure Tryptophan (tryp), in der Mutante ist es ein ,,non-sense“-Codon 
(siehc auch Text). 

nau in einer grofien Population ermittelt werden, da sich 
jedes lebensfahige Virus nach Infektion einer Bakterien- 
kultur und Ausbreiten auf einem Agarnlhrboden durch 
Hofbildung verrlt. Die Zahl der nicht-revertierten Mutan- 
ten kann durch Zugabe von Suppressor-tRNA zur Aufhe- 
bung der Mutation in einem separaten Experiment be- 
stimmt werden. 

In einem solchen System wurde die Genauigkeit der Re- 
plikation des (+)-Stranges von QX174-am3 in Gegenwart 
von dCTP,S anstelle von dCTP untersucht[861. Bei Verwen- 
dung von E.-coli-DNA-Polymerase I stieg die Fehlerhlu- 
figkeit um den Faktor 20, bei Verwendung von TCDNA- 
Polymerase um den Faktor 500. Wurde mit einer DNA-Po- 
lymerase ohne 3’+5’-Nucleaseaktivitat polymerisiert, so 
lnderte sich die Fehlerhlufigkeit nicht. Die Ergebnisse 
zeigen, daB diese Nuclease die Genauigkeit der Replika- 
tion mitbestimmt. Sie erijffnen auch den Weg zu gezielten 
Mutationen durch Einbau von Nucieosidphosphorothioa- 
ten an bestimmten Stellen, z. B. an Restriktionsschnittstel- 
len der DNAFz1. 

Wegen der Undurchllssigkeit von Zellmembranen ist 
der Einbau von Phosphorothioatgruppen in DNA iiber die 

7’ 
+A + C  

Fig. 21. Schematischc Darstellung der Funktion der 3’-5’-Exonucleaseaktivitat von DNA-Polymcrascn zur Ver. 
meidung des Einbaus von nicht-komplcment8ren Nuclcotiden. 
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Desoxynucleosidthiotriphosphate bei intakten Zellen nicht 
moglich. Die Zellen werden aber durch Behandlung mit 
Ether oder Toluol dur~hl&ssig~~'~. Die Barriere kann aber 
auch durch die Verwendung von Thiophosphat umgangen 
werden. In HeLa-Zellen werden Thiophosphatgruppen in 
Nucleotide wie ATP,S und GTP,S eingebaut und dann auf 
andere Acceptormolekiile wie z. B. Histone ubertrager~l~~l. 
In Kulturen von African-green-monkey-Zellen, die mit 
SV40 infiziert waren, thiophosphorylierte ATP,S auch 
Thymidin; nach weiterer Phosphorylierung in den Zellen 
entstand TTP,S, d. h. auch Phosphorothioat kann in DNA 
eingebaut ~ e r d e n ' ~ ~ ] .  Obwohl bei diesen Experimenten nur 
3-12 Phosphorothioatgruppen in die virale DNA (5226 Ba- 
senpaare) eingebaut wurden, war dies doch ausreichend, 
um sie fiber Hg-Sepharose zu isolieren! 

4.2. RNA- und DNA-Molekule mit 
Phospborothioatendgrppn 

Phosphorothioat kann durch Verwertung von NTP,S 
und Polymerasen auch in RNA eingebaut werden. Das 
scheint aber bis jetzt nur far P ~ l y [ r ( A - t J ) ] [ ~ ~ . ~ ~ ~ ~ ~ ] ,  das 3'- 
Ende von tRNA[97*981 und Poly-rA[99] durchgefiihrt worden 
zu sein. Hingegen gibt es eine Reihe von Untersuchungen, 
in denen durch Verwendung von ATP$ oder GTP,S die 
Phosphorothioatgruppe in das 5'-Ende von RNA-Molekii- 
len in Physarurn Polycephalurn und in isolierten Kernen 
von Hefe, Maus-Myelom und Xenopus-Oocyten eingebaut 
und diese neu synthetisierte RNA von endogener RNA 
durch Chromatographie an Hg-Sepharose getrennt wur- 
de['oo-'"l. Diese Technik emoglicht mit verschiedenen 
NTP,S zu bestimmen, welches Nucleotid am 5'-Ende der 
RNA steht und so eventuell auch zu entscheiden, von wel- 
chem Promoter die RNA-Synthese ausgegangen ist. 
Es kiinnen aber dadurch Probleme auftreten, daB die 

terminale Phosphorothioatgruppe enzymatisch auf andere 
RNA-Molekiile ubertragen wird; dies tiuscht dann neu 
synthetisierte RNA Sfallcup et al. hatten die 
Idee, zur Vemeidung dieser ijbertragung NTP$ anstelle 

ATPyS: X=S.Y=O 

ATPpS; X = O . Y = S  

Z : Gua.Ura.Cyt. Ade 
57 

OH OH 

Fig. 23. Einbau von Phosphorothioatgruppen in das S'-Ende von RNA unter 
Vcnvendung von ATP,S oder ATP& 

von NTP,S zur Polymerisation zu verwenden (Fig. 
23)['09.1'01, da diese ebenfalls gute Substrate fur RNA-Poly- 
merasen sindr7'l. Die so erhaltenen RNA-Molekule sind 
auch an Hg-Sepharose trennbar, und die Ubertragung von 
Phosphat auf andere RNA-Molekule st6rt nicht, da sie von 
Hg-Sepharose nicht zuriickgehalten werden. 

Fur den Einbau terminaler Phosphorothioatgruppen in 
DNA ist dieser Weg nicht gangbar, da DNA-Polymerasen 
immer nur an das 3'-Ende vorhandener Polynucleotide an- 
polymerisieren, aber keine neuen Ketten beginnen. Es gibt 
jedoch die Mbglichkeit, die Phosphorothioatgruppe von 
ATP,S auf das 5'-Ende von DNA durch Polynucleotid-Ki- 
nase zu iibertragen["'] (Fig. 24). Diese Reaktion ist aber 
bedeutend langsamer als die mit ATP. 

+ ATPyS . b no-7-u- 
OQ 3'- 

5l-3' 
3' - 5' 

DNA 

S 
Polvnucleotid-Kinase . _ _  !! - 

-3' 
-0-?-OH 

OQ 

Fig. 24. Einbau von 5'-Phosphorothioatgrppen in DNA. 

4.3. Thiophosphorylierung von Proteinen 

Phosphorylierung und Dephosphorylierung von Prote- 
inen ist einer der von der Natur am haufigsten verwende- 
ten Mechanismen zur Regulation der Enzymaktivi- 
tat["2.'131. Diese Reaktionen werden durch Protein-Kina- 
sen und -Phosphatasen katalysiert. Besonders in komple- 
xen Systemen ist es oft schwer, Proteine im voll phospho- 
rylierten Zustand zu isolieren und zu untersuchen. Da 
Thiophosphorstiureester wie z. B. AMPS von Phosphatasen 
extrem langsam hydrolysiert werden, lag es nahe zu pru- 
fen, ob thiophosphorylierte Proteine nicht auch gegen 
Phosphatasen stabil sind. Das setzt voraus, daB die Prote- 
in-Kinasen ATP,S als Substrat acceptieren. Das erste Sy- 
stem, an dern dies untersucht wurde, war die Glykogen- 
Phosphorylase, die durch Phosphorylierung aktiviert wird. 
Es stellte sich in der Tat heraus, dal3 der Phosphorothioat- 
rest durch die Kinase iibertragen und damit die Glykogen- 
Phosphorylase aktiviert wird. Die Phosphatase kann aber 
diesen Rest nicht mehr entfernen, so dal3 die Phosphory- 
lase im aktivierten Zustand eingefroren i ~ t ~ ~ ~ ~ ~ .  Damit war 
die grundsatzliche Anwendbarkeit der Phosphorothioat- 
gruppe fur solche Probleme gezeigt. 

Die Rolle der Phosphorylierung der leichten Ketten des 
Myosins der glatten Muskulatur bei der Aktivierung dieses 
Enzyms und somit bei der Kontraktion des Muskels wurde 
ebenfalls auf diesem Weg geklart. In diesem Muskel wird 
die Kontraktion durch Ca2+-Ionen ausgelost, und es war 
nicht klar, ob dies auf eine direkte Wechselwirkung von 
Ca2+ mit Myosin zuriickgeht wie etwa bei den Mollus- 
ken["51, oder ob durch Ca2+ eine Protein-Kinase aktiviert 
wird, die die Phosphorylierung der leichten Ketten dieses 
Myosins katalysiert, und erst die Phosphorylierung der di- 
rekte Ausloser fur die Kontraktion ist. DaB letzteres zu- 
trifft, lieB sich durch Thiophosphorylierung (auch an Mus- 
kelfasern) zeigen, da die konkumerende Dephosphorylie- 
rung, die normalerweise solche Untersuchungen erschwert, 
ausgeschaltet war['16-'191 . Au ch die Rolle der Phosphorylie- 
rung des Myosins in Skelettmuskelfasern wurde so stu- 
diertriZo1. In Weiterverfolgung dieser Arbeiten wurde die 
Thiophosphorylierung der leichten Ketten des Myosins 
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zur afinitatschromatographischen Reinigung der Phos- 
phatase benutzt["']. 

Fuhrt die Phosphorylierung eines Proteins zur Inaktivie- 
rung, wie z. B. bei der Pyruvat-Dehydrogenase, kann Thio- 
phosphorylierung zur Aufklarung der Bedeutung dieses 
Schrittes genutzt werden['221. Um die Rolle der Phosphory- 
lierung des Rezeptors und anderer Membranproteine 
durch den epidermalen Wachstumsfaktor zu klaren, 
scheint die Thiophosphorylierung geeignet zu ~ e i d " ~ ] .  
Vielleicht kann diese Methode auch bei der Untersuchung 
der Phosphorylierung des In~ulinrezeptors['~~~'~~~ oder des 
Ca2+-Transportsystems in cholinergen synaptischen Vesi- 
keln['261 eine Hilfe sein. 

Auch Histone werden durch Protein-Kinase mit ATPyS 
thiophosphoryliert, wobei diese Reaktion nicht nur in vi- 
t r ~ ' ' ~ ~ ' ,  sondern auch in vivo ablauft (siehe Abschnitt 4.1); 
HeLa-Zellen bauen 35S-Thiophosphat in ATPyS und 
GTPyS ein, die dann auf Proteine ubertragen werden[lO'l. 
Die thiophosphorylierten Proteine kiinnen an Hg-Sepha- 
rose getrennt werden. Dieses Verfahren sollte zur Isolie- 
rung anderer in der Zelle phosphorylierter Proteine von 
Nutzen sein. Auch Microtubuli-assoziierte Proteine wer- 
den von ATPyS thiophosphoryliert1IZ8]. 

Fur die enzymatische Thiophosphorylierung von Nucle- 
osiden - sieht man von dem nicht effizienten System von 
SV40-infizierten Zellen ab - und Zuckern ist bisher kein 
Beispiel bekannt. Ganz sicher nehmen aber noch andere 
als die bis jetzt beschriebenen Kinasen ATPyS als Substrat 
an, wie das kunlich veriiffentlichte Beispiel der Pyridoxal- 
Kinase zeigt11291 (Fig. 25). 

CHO cw 5 
ATR/S H O V O - P - 0  be 

H E  
Pyridml-Kin& 

Fig. 25. Enzymatische Synthesc von Pyridoxalphosphorothioat. 

4.4. Stabilisierung von Nucleotid-Protein-Komplexen 
mit ATP$ uod GTP,S 

Bei gekoppelten Reaktionen, in denen ATP oder GTP 
gespalten wird, erhebt sich oft die Frage, wie weit diese 
Reaktion ohne Spaltung von ATP nur durch Anlagerung 
von ATP an das Enzym ablaufen wiirde, oder in anderen 
Worten, fur welchen Teilschritt der Reaktion die Spaltung 
von ATP notwendig ist. Darllber sollte die Verwendung 
hydrolysestabiler Analoga von ATP oder GTP AufschluD 
geben. Die Imidoanaloga AMPPNP und GMPPNP sind 
fur diese Zwecke weit ~erbre i te t~"~~.  In jiingster Zeit haben 
sich auch die Phosphorothioatanaloga ATP,S und GTPyS 
fur die Untersuchung einiger Systeme durchgesetzt. 

Die erste ATPase, die rnit ATP,S genauer untersucht 
wurde, war MyosinlZ1. Dieses ATP-Analogon hat geholfen, 
die mit der Bindung des Substrats einhergehenden Konfor- 
mationshderungen des Proteins eindeutig zu bestimmen. 
Dies war miiglich, da fiir das Analogon der Hydrolyse- 
schritt wesentlich langsamer ist als fur ATP, so daD h d e -  
rungen durch Substratbindung von der durch Hydrolyse 
fluoreszenzspektroskopisch eindeutig unterschieden wer- 
den kiin~~en['~'* 132! 

ATPyS hat sich auch fur die Untersuchungen der durch 
recA-Protein katalysierten Reaktionen als niitzlich erwie- 

sen. Dieses Protein ist essentiell fur die genetische Rekom- 
bination in E. coli. In vitro katalysiert es in Gegenwart von 
ATP die Hybridisierung von Einzelstrang-DNA mit homo- 
logen Regionen in doppelstringiger DNA zu sogenannten 
D-Loops, die auf der DNA ,,entlanglaufen", bis ein voll- 
stgndiger Strangaustausch stattgefunden hat (branch mig- 
ration) (Fig. 26). Dariiber hinaus spaltet dieses Protein in 

n 
rec- A-Protein ( ) ATPoder ATbS' 

Fig. 26. Funktion des recA-Proteins in Abhlngigkeit von ATP und ATP,.S 
(siehe auch Text). 

Gegenwart von Einzelstrang-DNA und ATP Repressoren, 
2.B. 1, lexA und P22['33*1341. Fur beide Reaktionen ist es 
von lnteresse zu erfahren, ob, und wenn ja, fur welchen 
Schritt ATP-Hydrolyse erforderlich ist. Dies wurde durch 
Verwendung von ATP,S, das von recA-Protein praktisch 
nicht hydrolysiert wird, untersucht. Danach ist fur die D- 
Loop-Bildung keine ATP-Hydrolyse erforderlich, wohl 
aber fur die ,,branch migrati~n"~"~- '~~*. Der D-Loop ist in 
Gegenwart von ATP,S und recA-Protein so stabil, daB 
seine Struktur elektronenmikroskopisch aufgeklart werden 
konnte; die DNA ist in ihm aufgeweitet oder aufge- 
dreht1139-1411, was schon friiher angenommen worden 
war11421. Die Proteaseaktivitat des recA-Proteins gegeniiber 
Repressoren wird durch ATP,S nicht behindert, woraus 
geschlossen wird, daB Hydrolyse von ATP nicht notwen- 

Auch E.-coli-DNA-Polymerase I11 kann ATPyS nicht 
spalten. Fur dieses Enzym ist Spaltung von ATP zur Bil- 
dung des DNA-Enzym-Komplexes erforderlich. In Gegen- 
wart von ATPyS, das nicht durch dieses Enzym spaltbar 
ist, dissoziiert der Komplex, was zur Inhibierung der Poly- 
merisation fiihrt1148,1491. Dies kiinnte darauf hindeuten, da13 
fiir die Translocation des Enzyms an der Replikationsga- 
be1 von einem Primer zum nachsten Hydrolyse von ATP 
nicht erforderlich ist. 

Auch bei der Bindung von aminoacylierter tRNA an 
mRNA-programmierte Ribosomen durch den Tu-Faktor 
wird ein Nucleosidtriphosphat, in diesem Fall GTP, hy- 
drolysiert. Die Genauigkeit der Anticodon-Codon-Erken- 
nung ist fiir die Genauigkeit der Proteinbiosynthese mit- 
entscheidend. Vergleicht man bei dieser Reaktion die Ge- 
schwindigkeit der Hydrolyse von GTP mit der von GTPyS, 
so findet man, daR letzteres ungefahr 2500mal langsamer 
gespalten ~ i r d [ ' ~ ~ ] .  Das hat zur Folge, daD der Komplex 
von GTP,S, Tu-Faktor, Ribosom und tRNA eine wesent- 
lich langere Lebensdauer hat als der entsprechende Kom- 
plex mit GTP. Die Fehlerhiiufigkeit bei der Translation 
wird dadurch erniedrigt. Offenbar legt die Natur bei der 
Proteinbiosynthese, jedenfalls bei diesem Schritt, mehr 
Wert auf Geschwindigkeit als auf Genauigkeit. 

Der Unterschied der Hydrolysegeschwindigkeit von 
GTP und GTPyS von ca. 2500 in diesem System kommt 

dig i~t1143-1471. 
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dem fur Myosin und ATP bzw. ATP,S (ca. 1000) recht 
nahe["'I. Naturlich sind zwei Beispiele nicht ausreichend, 
um eine Regel abzuleiten, doch kann man spekulieren, ob 
diese Differenz nicht vielleicht den Unterschied in der Re- 
aktivitat der y-Phosphat- und der y-Phosphorothioat- 
gruppe gegeniiber einem nucleophilen Angriff entspricht. 
Detaillierte kinetische Untersuchungen an anderen ATP- 
asen und GTPasen werden das klaren mussen. Bei der 
nicht-enzymatischen alkalischen Hydrolyse von Trialkyl- 
phosphorothioat und Trialkylphosphat wurde ein Unter- 
schied von 100 gefundenr"']. 

An der Aktivierung der durch Hormone regulierten Ade- 
nylat-Cyclase ist ebenfalls ein GTP-bindendes Protein be- 
teiligt; es besteht aus zwei Untereinheiten und hat GTP- 
a~e-Aktivittit['~~~. Da GMPPNP und ganz besonders GTP,S 
eine praktisch irreversible und wesentlich hdhere Aktivie- 
rung der Cyclase als GTP zeigen, lag es nahe, dies ihrer 
Resistenz gegen diese GTPase zuz~schre iben[ '~~~ ' '~~ .  Dieser 
Auffassung widerspricht eine neuere Deutung, wonach 
dieses Protein keine GTPase-Aktivitat aufweist und die 
Aktivierung durch Dissoziation der Untereinheiten in Ge- 
genwart von GTP,S und GMPPNP e r f ~ l g t [ ' ~ ~ ~ .  Da die Ade- 
nylat-Cyclase ein membrangebundenes Enzym ist, wird sie 
oft in wenig gereinigten, komplexen biologischen Syste- 
men untersucht. Auch hier sind die Analoga GMPPNP 
und GTP,S wegen ihrer Stabilitat ntitzlich, da die Gefahr 
besteht, daO das normale Nucleotid GTP in solchen Syste- 
men sehr rasch abgebaut wird und sein Effekt nicht genau 
bestimmt werden kann. 

Das gilt auch fur GDP, von dem angenommen wird, daB 
es die Cyclase nicht aktiviert, sondern durch Kompetition 
mit GTP inhibiert. GDP kann sehr leicht sowohl zu GMP 
abgebaut als auch zu GTP phosphoryliert werden, so daB 
die Schwierigkeit besteht, eindeutige Aussagen uber die 
Wirkung von GDP zu machen. Ein sehr stabiles Analogon 
ist GDP,$, das durch Phosphatasen nicht abgebaut und 
von Kinasen nur schwer phosphoryliert wird. In der Tat 
kann gezeigt werden, daB es die Cyclase inhibiert['56-'601. 

Die Aktivierung der Adenylat-Cyclase durch Hormone 
tihnelt der Aktivierung der cyclischen Phosphodiesterase 
durch Licht beim SehprozeB. In beiden Systemen leitet ein 
GTP-bindendes Protein das Signal vom angeregten Rezep- 
tor weiter zu einem Enzym, das die zellulare Konzentra- 
tion eines cyclischen Nucleotids, cAMP in einem, cGMP 
im anderen Fall, veriindert. Das im Sehvorgang involvierte 
GTP-bindende Protein zeigt auch GTPase-Aktivitat, die 
wie beim Protein G/F  bei der Cyclase das Enzym in den 
nicht-stimulierten Zustand versetzt. Bei beiden Proteinen 
wird die GTPase-Aktivittit irreversibel durch ADP-Ribosy- 
lierung durch Choleratoxin aktiviert"611. Neben GMPPNP 
ist auch GTP,S als nicht-hydrolysierbares GTP-Analo- 
gon GDPoS als Analogon von GDP verwendet wor- 
den1'61-'651. Es ist zu erwarten, daB diese Analoga und 
cGMPS (Abschnitt 2.2)[36-391 bei weiteren Untersuchungen 
dieses interessanten Systems von Nutzen sein werden. 

4.5. Weehselwirkung von CAMPS mit Proteinen 

Auch CAMPS zeichnet sich dadurch aus, daD es metabo- 
lisch stabiler ist als CAMF~~I .  Seit dem letzten zusammen- 
fassenden Bericht iiber die Eigenschaften von cAMPSf2I ist 

es gelungen, die beiden Diastereomere zu trennen (Ab- 
schnitt 2.2). Dies hat es ermoglicht, die Produkte der frii- 
her ausgearbeiteten Synthese von  CAMPS'^^] zu analysie- 
ren. Es stellte sich heraus, daB das kristalline Produkt das 
Sp-Isomer ist. Das in nur geringem Anteil entstehende R,- 
Isomer wird bei der Chromatographie an DEAE-Sephadex 
teilweise abgetrennt. Alle friiherrZJ beschriebenen Ergeb- 
nisse beziehen sich auf das S,-Isomer. 

Die Untersuchungen sind auf andere Systeme ausge- 
dehnt worden ; in einigen Fallen, besonders bei Protein-Ki- 
nase, studierte man die unterschiedlichen Effekte der S,- 
und R,-Isomere. Bei der Protein-Kinase I bindet das S,- 
Isomer besser als das Rp-Isomer, bei der Protein-Kinase I1 
ist es gerade umgekehrt['66-'681. Das S,-Isomer bindet auch 
an das Catabolit-Activator-Protein (CAP)[169J, das dadurch, 
wenn auch etwas schlechter als durch CAMP, aktiviert 
wirdl"lol. Wie schon beschrieben"], wurde CAMPS zur Un- 
tersuchung der Chemotaxe in Dictyostelium Discoideum ge- 
n~tzt[''l'~. Wegen seiner im Vergleich zu cAMP erhohten 
metabolischen Stabilitilt, wegen seiner Filhigkeit, in Zellen 
eindringen zu kdnnen12.'72J, und wegen des geringen struk- 
turellen Unterschiedes zu cAMP sollte sich CAMPS beson- 
ders gut fur Untersuchungen der Wirkung von cAMP eig- 
nen und Vorteile gegeniiber anderen gebrtiuchlichen 
Analoga haben. Die kommenielle Verfiigbarkeit des Sp- 
Isomers wird wohl eine solche Entwicklung f6rdern. 

4.6. Phosphorothioatanaloga von Phospholipiden 

Ein neues Anwendungsgebiet fur Phosphorothioatana- 
loga wird gegenwiirtig durch den Einbau von Phosphoro- 
thioatgruppen in Phospholipide erschlossen. So wurden 
die beiden Diastereomere des 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero- 
3-thiophosphorylcholins (Fig. 27) ~ynthetisiert['~~-''~~. Sie 

Phosphdipase Ag . [I::ocrsH31 

Nur Isomer A 

Fig. 27. Trennung der Diastereomere des 1,2-Dipalrnitoyl-sn-glycero-3-thio- 
phosphorylcholins. 

kdnnen 3'P-NMR-spektroskopisch unterschieden werden; 
allerdings ist ihre absolute Konfiguration noch nicht be- 
stimmt. Phospholipase A2 hydrolysiert bevorzugt das Dia- 
stereomer, dessen 3'P-NMR-Signal sttirker tieffeldverscho- 
ben Bezeichnet man dieses Diastereomer mit B, 
so ist das Produkt der Hydrolyse das B-Isomer des lyso- 
Palmitoyl-thiophosphorylcholins. Dies kann vom A-Iso- 
mer des nicht umgesetzten Dipalmitoyl-thiophosphoryl- 
cholins chromatographisch getrennt und dann mit Palmi- 
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tinslureanhydrid zum B-Isomer des Dipalmitoyl-thiophos- 
phorylcholins umgesetzt werden. Diese Trennung von Dia- 
stereomeren erinnert an die der Diastereomere von ATP,S 
(siehe Abschnitt 2.1)["]. Auch Phospholipase C zeigt Ste- 
reoselektivitat, wobei das gegen Phospholipase AZ resi- 
stente Isomer das bevorzugte Substrat Auch an 
diesen beiden Beispielen zeigt sich, daD Enzyme stereose- 
lektiv reagieren, selbst wenn sie nicht direkt am chiralen 
Phosphorzentrum angreifen. 

Die Phosphorothioatanaloga bilden Liposomen, deren 
Obergang vom Gel zur fliissigkristallinen Phase bei 44 "C 
nur etwas hoher liegt als der fur die natilrlichen Phospholi- 
pide (41 "C). 31P-NMR-spektroskopisch zeigt sich, da5 in 
wiiBrigen Dispersionen der Phosphorothioatanaloga die 
fur Phospholipide typischen Doppelschichten entste- 
hen1"'I. Da die "P-NMR-Signale der Phosphorothioate 
gegeniiber den Phosphaten stark tieffeldverschoben sind, 
wird erwartet, da5 sich rnit ihnen die Bewegungs- und 
Struktureigenschaften einzelner Lipide in einem gemisch- 
ten System untersuchen lassen. Dariiber hinaus konnten 
sie wegen ihrer erhohten metabolischen Stabilitiit in Situa- 
tionen, wo die Turnoverzahl der Phospholipide fiir zellu- 
lare Funktionen wichtig ist, von Interesse sein. Methoden 
zur Inkorporation der Phosphorothioatanaloga in biologi- 
sche Membranen werden gegenwiirtig entwickelt. So 
wurde gefunden, daB sn-Glycerol-3-phosphorothioat von 
Escherichia coli Stamm 8 iiber das spezifische aktive Trans- 
portsystem fiir Glycerolphosphat aufgenommen und in 
Phospholipide eingebaut wird. Bei hoheren Konzentratio- 
nen ist diese Verbindung baktericid fiir Stiimme, die ein 
aktives Transportsystem fur Glycerolphosphat haben['7B! 

5. SchluD 

Dieser Fortschrittsbericht demonstriert, daD Nucleosid- 
phosphorothioate in der Biochemie vielfiiltig angewendet 
werden. Dies ist darauf zuriickzufiihren, daD der Ersatz ei- 
nes Sauerstoffatoms durch ein Schwefelatom in den Phos- 
phatgruppen der Nucleotide weitreichendere Konsequen- 
zen hat, als man erwartet. Das Auftreten von Diastereome- 
ren und auch die erhohte Affinitlt der Phosphorothioat- 
gruppen fiir Hg + iiberrascht nicht, doch verwundert die 
groBe Zahl der Anwendungsmoglichkeiten dieser Eigen- 
schaften zur Losung biochemischer Probleme. Das eigent- 
lich Erstaunliche ist, daD der Unterschied in den Affbitii- 
ten der Nucleotide und Nucleosidphosphorothioate zu 
Proteinen, wenn iiberhaupt vorhanden, dann nur sehr ge- 
ring ist. Dies ist ein weiterer Beleg dafiir, daO aktive Zen- 
tren von Proteinen nicht starre, sondern in gewissen Gren- 
Zen flexible, anpassungsfiihige Strukturen haben. Auf den 
ersten Blick ist schwer zu verstehen, daD nicht alle Enzym- 
reaktionen um einen iihnlichen Betrag verlangsamt wer- 
den, und zwar so, wie man es aufgrund der geringeren che- 
mischen Reaktivitlit der Phosphorothioate erwartet. Trotz- 
dem laufen viele enzymatische Transferreaktionen fast 
ebenso gut ab wie die Reaktionen mit den natiirlichen Sub- 
straten, z.B. die Umsetzungen mit DNA- und RNA-Poly- 
merasen; anders ist es bei Polynucleotid-Kinasen und der 
Pyridoxal-Kinase, aber vor allem bei Phosphatasen und 
Nucleasen. Die durch sie katalysierten Hydrolysereaktio- 
nen sind in Gegenwart von Phosphorothioaten sehr vie1 

langsamer. Wahrscheinlich ist im allgemeinen bei enzyma- 
tischen Reaktionen nicht der eigentliche chemische Schritt, 
sondern vielmehr die Konformationslnderung des Pro- 
teins geschwindigkeit~bestimmend~'~~~. Leider gibt es bis 
jetzt nur zwei Untersuchungen zur Kinetik von Enzymre- 
aktionen rnit Nucleosidphosphorothioaten (Myosin und 
T ~ - F a k t o r ) [ ' ~ ' * ' ~ ~ ~ .  Bei beiden zeigt sich, daD der chemische 
Schritt bei Verwendung des Analogons deutlich verlang- 
samt und, jedenfalls beim Myosin, geschwindigkeitsmitbe- 
stimmend wird. Als Erkliirung dafiir, daD die Reaktionsge- 
schwindigkeit bei den aufgefiihrten Enzymen kaum vemn- 
gert wird, bietet sich folgende Annahme an: Bei den Phos- 
phorothioaten wird der chemische Schritt iihnlich schnell 
wie die gew6hnlich geschwindigkeitsbestimmenden Kon- 
formationsanderungen; dies beeinflu& aber kaum die 
,,steady state rate". Zur Priifung dieser Hypothese sind 
eingehendere Untersuchungen notwendig. 

Es ist nicht ganz klar vorauszusehen, welche Richtung 
die Untersuchungen mit Phosphorothioatanaloga einschla- 
gen werden. Nach der Kliirung des stereochemischen Ver- 
laufs von ca. 50 enzymkatalysierten Phosphoryl- und Nu- 
cleotidyltransferreaktionen hat dieses Gebiet den Reiz des 
Neuen verloren. Verstarkte Bedeutung werden sie wohl 
beim Studium der Phosphorylierung von Proteinen, insbe- 
sondere bei deren Regulation, erlangen. Dem Zug der Zeit 
folgend diirfte auch die Nutzung der speziellen Eigen- 
schaften der Phosphorothioatgruppen, besonders ihre Sta- 
bilitlt gegen enzymatischen Abbau, in DNA und RNA 
verstarktes Interesse erlangen. Diese Tendenz wird durch 
die immer grU0er werdende Zahl kommerziell erhiiltlicher 
Nucleosidphosphorothioate, auch radioaktiv markierter, 
gef6rdert werden. 

Ganz sicher ist man auch bei den Phosphorothioatana- 
loga der Phospholipide erst am Anfang der Entwicklung, 
und die Synthese von Analoga mit anderen Zuckern, als 
sie in den Nucleosiden auftreten, hat noch gar nicht be- 
gonnen. 

Nucleosidphosphorothioate scheinen geradezu ideal ge- 
eignet zu sein, eine Kooperation zwischen Chemikern, 
Biochemikern, Biologen und Molekularbiologen zu stimu- 
lieren. Der Umgang mit ihnen erleichtert den Chemikern 
den Zugang zu den Biowissenschaften und furdert bei Bio- 
wissenschaftlern das Verstandnis fiir Probleme, die durch 
Strukturanderungen der sie interessierenden Molekiile ei- 
ner Losung nlhergebracht werden konnen. Es ist zu hof- 
fen, daB Nucleosidphosphorothioate in Zukunft die Rolle 
eines fruchtbaren Bindeglieds noch starker spielen wer- 
den. 

AIIe beschriebenen eigenen Arbeiten sind nur zustande ge- 
kommen durch die enthusiastische, stimulierende und kriti- 
sche Mitarbeit meiner Mitarbeiter Drs. V. W. Armstrong, P. 
A .  Bartlett, P. M .  J.  Burgers, B. A .  Connolly, H .  Gindl, R. 
S .  Goody, B. V.  L. Potter, P. J.  Romaniuk, P. D. Senter und 
D. Yee. denen ich auch hierfir ihre Beitrage danken moch- 
te. Diese Arbeiten wurden m m  Teil von der Deutschen For- 
schungsgemeinschaft sowie durch Stipendien der Alexander- 
von-Humboldt-Stifiung und der Royal Society unterstutzt. P. 
GroJe sei fur die Geduld beim Schreiben dieses Manu- 
skriptes gedankt. 
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