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1. Einleitung

In den vergangenen Jahren haben wir einen Ansatz zur
Entschl�sselung der molekularen Erkennungsprinzipien in
chemischen und biologischen Systemen verfolgt, der Struk-
turuntersuchungen an Proteinen und synthetischen Rezep-
toren, biologische und Wirt-Gast-Bindungsstudien, Daten-
bankrecherchen in der Cambridge Structural Database
(CSD) und der PDB, Rechnungen sowie Gasphasenuntersu-
chungen ber�cksichtigt. Die Bedeutung dieses Ansatzes, der
das strukturbasierte Ligandendesign und dessen Optimierung
deutlich erleichtert, wurde schon fr�her mit der Analyse von
aromatischen Wechselwirkungen,[1] orthogonalen multipola-
ren Wechselwirkungen[2] und Kation-p-Wechselwirkungen in
aromatischen K1sten in den aktiven Taschen von Enzymen
dokumentiert.[3] Bei diesen Untersuchungen haben wir eine
beachtliche Kompetenz in der PDB-Datenbankrecherche
erworben, von der die vorliegende Studie profitiert.

K�rzlich wurde unser Interesse an neuen Zielenzymen[4]

in der Malariaforschung geweckt, und wir begannen mit der
Entwicklung von Inhibitoren gegen IspF (2C-Methyl-d-ery-
thritol-2,4-cyclodiphosphat-Synthase, ybgB), eines der sieben
Enzyme des mevalonatfreien Biosyntheseweges.[5] Dieser
Pfad wird von Malaria-Plasmodien und anderen Parasiten,
nicht jedoch vom Menschen, zur Biosynthese von Isoprenoi-
den verwendet. Auf dem Weg von Pyruvat und d-Glyceral-
dehyd-3-phosphat zu den Isoprenoidvorstufen Isopentyldi-
phosphat und Dimethylallyldiphosphat setzen diese Enzyme
kleine Mono- und Diphosphate um. Die Phosphatgruppen
machen einen Großteil der molekularen Masse dieser eher
hydrophilen Substrate aus. Bisher wurden nur auf Phosphaten
oder Phosphonaten basierende Liganden mit bescheidenen
bis m1ßigen Affinit1ten f�r einige der Enzyme (DXS, IspC,
IspF) des mevalonatfreien Biosyntheseweges ver=ffentlicht.[6]

Diese Tatsache veranlasste uns, die
molekulare Erkennung von Phospha-
ten in biologischen Systemen genauer
zu studieren. Ein besseres Verst1ndnis
von Phosphatbindungsstellen sollte die

Entwicklung neuartiger Phosphatanaloga f�r die medizinisch-
chemische Forschung erm=glichen.

Tats1chlich sind Phosphate in der Biologie allgegenw1rtig,
und nahezu die H1lfte aller bekannten Proteine wechselwirkt
mit Partnern, die einen derartigen Rest enthalten. Sie sind ein
integraler Bestandteil von Erkennungsprozessen zwischen
Proteinen, Nucleins1uren, Cofaktoren und Antik=rpern. Das
Binden einer Phosphorylgruppe ist f�r eine Vielzahl von
biologischen Prozessen wie Metabolismus und Biosynthese,
Genregulation, Signaltransduktion, Muskelkontraktion oder
Antik=rperresistenz von essenzieller Bedeutung. Phosphat-
bindung verleiht Enzymen zus1tzliche Stabilit1t wie im Fall
der Asp-Aminotransferase[7] und leitet die Ablagerung von
Eisen in Apoferritin ein.[8]

Protein-Phosphorylierung ist unerl1sslich f�r die Regu-
lation der transmembranalen und intrazellul1ren Signal-
transduktion.[9,10] Proteinkinasen (PK)[11,12] katalysieren den
Transfer einer endst1ndigen Phosphatgruppe von Adenosin-
triphosphat (ATP) auf den Rest einer spezifischen Amino-
s1ure wie Serin, Threonin oder Tyrosin; umgekehrt verl1uft
dieser Prozess bei den Proteinphosphatasen (PP),[13] die die
Phosphatgruppe von einer Aminos1ure abspalten. Vertreter
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Die medizinisch-chemische Forschung hat sich in den letzten Jahren
Proteinen zugewandt, die wie Proteinkinasen und Proteinphosphata-
sen eine Phosphatbindungsstelle aufweisen. Dieser Aufsatz versucht,
mithilfe von Datenbankrecherchen einen (berblick )ber die wich-
tigsten Prinzipien der molekularen Erkennung von Phosphatgruppen
durch Enzyme zu geben. 3003 Kristallstrukturen von Proteinen mit
gebundenem organischem Phosphat aus der RCSB-Proteindatenbank
wurden im Hinblick auf H-Br)cken zwischen Protein und Ligand
untersucht. Die bekannten Bindungsmotive f)r Phosphate werden
behandelt und /hnlichkeiten bei der Komplexierung von Phosphaten
durch synthetische Rezeptoren hervorgehoben. Eine Analyse der
H0ufigkeit, mit der spezifische Aminos0uren in unterschiedlichen
phosphatbindenden Enzymklassen H-Br)cken eingehen, f)hrt zu ei-
ner f)r die Enzymklasse charakteristischen Verteilung. Der Aufsatz
zeigt, dass bei strukturbasierter Ligandenentwicklung und -optimie-
rung die Umgebung der Phosphatbindungsstelle sorgf0ltig mitbe-
r)cksichtigt werden sollte und weist gleichzeitig auf Alternativen hin,
wie diese Bindungstaschen zu f)llen sind.
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beider Enzymklassen z1hlen zu den wichtigsten Zielprotei-
nen im Kampf gegen Krebs und Fettleibigkeit. W1hrend bei
der Entwicklung niedermolekularer PK-Inhibitoren in vielen
F1llen die Besetzung der stark polaren Bindungsstelle f�r das
Triphosphat von ATP vermieden wird,[14,15] besetzen viele PP-
Inhibitoren die Phosphatbindungstelle mit einer phosphat-
imitierenden Gruppe.[16,17] Die Einf�hrung von Phosphat-
gruppen w�rde dem Liganden jedoch unvorteilhafte phar-
makokinetische Eigenschaften wie Instabilit1t gegen Hydro-
lyse und geringe Membrang1ngigkeit verleihen. Zwar wurde
bereits eine Vielzahl von phosphatimitierenden Strukturen,
wie Vanadate, konjugierte Anionen von S1uren wie Car-
bons1uren, Quadrats1ure, Oxams1ure, Difluormethylensul-
fons1uren, Difluormethylenphosphons1uren und andere
saure funktionelle Gruppen beschrieben, allerdings ist die
Suche nach wirkungsvollen Phosphatanaloga mit den er-
w�nschten Bindungsmotiven und physikochemischen Eigen-
schaften noch immer nicht abgeschlossen. Wir hoffen, dass
dieser Aufsatz dazu beitr1gt, diese Suche zu erleichtern.

Unseres Wissens gibt es bisher keine umfassende Aus-
wertung der Phosphatbindung in Proteinen, die die Gesamt-
zahl der in der PDB hinterlegten R=ntgenkristallstrukturen
ber�cksichtigt.[18] Im vorliegendenAufsatz analysieren wir die
molekulare Erkennung von Phosphatgruppen unter Ver-
wendung aller in der Datenbank vorhandenen Protein-
Ligand-Komplexe. Da der Schwerpunkt auf Wechselwirkun-
gen zwischen Proteinen und wirkstoff1hnlichen Molek�len
liegt, wurden DNA/RNA enthaltende Strukturen nicht be-
r�cksichtigt.

Die Jbersicht beginnt mit einer Diskussion der bereits
bekannten Phosphatbindungsmodi wie der P-Schleife (P-
loop).[19–21] In einigen F1llen werden wir auf eine Analogie
zwischen den biologischen Bindungsmotiven und denjenigen
bei der Komplexierung von Phosphaten durch synthetische
Rezeptoren hinweisen. Das Gebiet der molekularen Erken-
nung von Anionen durch synthetische Rezeptoren ist bereits
in zahlreichen Jbersichtsartikeln zusammengefasst
worden.[22] In den folgenden Abschnitten pr1sentieren wir
eine statistische Auswertung der R=ntgenkristallstrukturen
von Proteinen mit gebundenen phosphathaltigen Liganden.
Dabei werden einige Punkte hervorgehoben, z.B. 1) die Art
der Aminos1uren, die an der Erkennung beteiligt sind, 2) die
Rolle von Wechselwirkungen mit den Seitenketten von
Aminos1uren gegen�ber Wechselwirkungen mit dem Prote-

inr�ckgrat, 3) der Einfluss von Metallionen, 4) die Rolle
basischer Aminos1uren, 5) die Rolle spezifischer Bindungs-
motive wie der P-Schleife sowie 6) charakteristische Bin-
dungsmotive f�r ausgew1hlte Enzymklassen. Der letzte Teil
des Aufsatzes ist der Bindung von Phosphaten durch PK und
PP im Hinblick auf deren Bedeutung als Zielenzyme in der
medizinischen Chemie gewidmet.

2. Bekannte Phosphatbindungsmotive

1974 identifizierten Rossmann et al. ein gemeinsames
Proteinfaltungsmuster in Dinucleotid-bindenden Proteinen,
das als Rossman-Faltung bekannt wurde und sp1ter auch in
Mononucleotid-bindenden Proteinen gefunden wurde.[23]

Charakteristisch daf�r ist eine parallele b-Faltblattstruktur,
deren Str1nge rechtsg1ngig durch a-Helices verbunden sind.
Die st1ndig wachsende Zahl an Protein-Ligand-R=ntgen-
kristallstrukturen f�hrte zur Identifizierung von charakteris-
tischen Sequenz-Fingerabdr�cken, die sich als n�tzlich f�r die
Identifizierung der Funktion neuer Proteine erwiesen.

2.1. Gly-reiche Sequenzen

Ausgehend von der Entdeckung der Rossmann-Faltung
konnten zwei konservierte Sequenzen identifiziert werden,
die als Fingerabdr�cke f�r Mono- und Dinucleotid-Bindung
betrachtet werden k=nnen.[21,24] Sie werden als Gly-reiche
Sequenzen bezeichnet, bei denen X f�r eine beliebige Ami-
nos1ure steht und alternative Seitenketten an einer spezifi-
schen Position (wie S, T) in Klammern angegeben sind:[21,25]

* GXGXXG f�r die Bindung von Dinucleotiden
* GXXGXGK(S,T) oder GXXX f�r die Bindung von Mo-

nonucleotiden.

2.2. Dinucleotid-bindende Proteine

Diese Proteine binden Nicotinamidadenindinucleotid
(NAD), das entsprechende Phosphat (NADP) oder Flavin-
adenindinucleotid (FAD). Das Gly-reiche Fragment befindet
sich in einem engen Turn zwischen einem b-Faltblatt und
einer a-Helix einer Rossmann-Faltung. Ausnahmslos werden
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dabei die Phosphatgruppen durch das positiv polarisierte N-
terminale Ende eines Helixdipols stabilisiert.[26,27] Dabei sind
die konservierten Gly-Reste gleich in mehrfacher Hinsicht
von Bedeutung: Sie stellen ausreichend Platz f�r die Kom-
plexierung des sperrigen Diphosphations zur Verf�gung und
erm=glichen gleichzeitig einen engen Turn. Eine der Aus-
nahmen f�r dieses sehr verbreitete Bindungsmuster sind Al-
dolreduktasen, die ein alternatives NADP-Bindungsmotiv
verwenden.[28]

2.3. Mononucleotid-bindende Proteine

Ein Vergleich von 491 Mononucleotidbindungsstellen, die
von Kinoshita et al. 1999 in der PDB gefunden wurden, f�hrte
zur Identifizierung einer in allen Strukturen konservierten
Sequenz aus vier Aminos1ureresten, GXXX, die als „struc-
tural P-loop“ (strukturelle P-Schleife) bezeichnet wurde.[29]

Diese Sequenz schließt eine Reihe schon vorher beschriebe-
ner Motive wie die P-Schleife und die konservierte Sequenz
GXGXXG in Proteinkinasen ein. 13 Proteinsuperfamilien
lassen sich diesem Motiv zuordnen, w1hrend andere Se-
quenzen nur von gerade zwei Superfamilien geteilt werden
und einige andere keine einzige konservierte Sequenz auf-
weisen.

2.4. P-Schleife

Urspr�nglich von Walker et al. als Motiv A bezeichnet,
wird die P-Schleife (P-loop) h1ufig in ATP- und GTP-bin-
denden Proteinen gefunden.[30] Zus1tzlich kann eine weitere,
weniger konservierte Sequenz, bekannt als Motiv B, vorhan-
den sein.

Die konservierte Sequenz f�r die P-Schleife ist
GXXXXGK(S,T). Innerhalb einer Proteinfamilie l1sst sich
diese Sequenz noch weiter verfeinern, da bestimmte Merk-
male in einer Familie oft geteilt werden. Wittinghofer et al.
verglichen sieben ausgesuchte ATP- und GTP-bindende
Proteinfamilien aus der Swissprot-Datenbank. Ein Beispiel
f�r eine verfeinerte konservierte Sequenz ist GXPGXGKGT
f�r Adenylatkinasen, bei denen zwischen dem konservierten
Lys- und Thr-Rest ein Gly-Rest eingef�hrt ist.[20] Der kon-
servierte Lys-Rest ist in allen F1llen anzutreffen, und es wird

postuliert, dass er sowohl f�r die Konformation der P-Schleife
als auch f�r die Stabilisierung des b- und g-Phosphats von
Bedeutung ist. Zus1tzlich wird eine Beteiligung am Transfer
des endst1ndigen Phosphats vermutet. Die Jberlagerung
einer Reihe von P-Schleifen-haltigen Proteinen zeigte, dass
die Positionen des a- und b-Phosphats nahezu identisch
sind.[28] Die beiden konservierten Gly-Reste nehmen Kon-
formationen ein, die f�r andere Aminos1uren mit Seitenket-
ten energetisch ung�nstig w1ren.

Die im Unterschied zu Dinucleotid-Bindungsmotiven
verh1ltnism1ßig lange P-Schleife verbindet ein b-Faltblatt mit
einer a-Helix. Ebenso wie im Fall der Dinucleotid-bindenden
Proteine findet man die Schleife am N-terminalen Ende einer
a-Helix. In manchen F1llen wird die P-Schleife auch als „gi-
gantisches Anionenloch“ bezeichnet.[19] In erweitertem Sinn
wurde sie k�rzlich auch als „Nest“ beschrieben. Dieses wird
durch eine Sequenz aus drei bis sechs Aminos1uren definiert,
deren aufeinander folgende Amidfunktionen im Peptidr�ck-
grat Anionen wie Phosphate oder Eisen-Schwefel-Cluster
binden.[31]

Ein Beispiel f�r ein Protein, das eine P-Schleife enth1lt, ist
p21, das Produkt des H-ras-Onkogens.[32] Pai et al. l=sten die
R=ntgenkristallstruktur von p21 im Komplex mit dem lang-
sam hydrolysierenden GTP-Analogon 5’-Guanyl-b,g-amido-
triphosphat (GppNp) und einem Mg2+-Kation (Abbildung 1,

PDB-Code: 5P21).[33] Die konservierte P-Schleife in der
Phosphatbindungstasche erstreckt sich von Aminos1ure 10
bis 18 mit der Sequenz GXXXXGKS. Die Seitenkette von
Thr35 geht eine zus1tzliche Wechselwirkung mit dem g-
Phosphat ein. Die konservierten Aminos1uren Gly10 und
Gly15 liegen im Ramachandran-Plot in einer Konformation
vor, die nur von Gly eingenommen werden kann. Die Phos-
phatgruppen sind von einem positiven elektrostatischen Feld
umgeben, das von den Amidfunktionen im Peptidr�ckgrat
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Abbildung 1. Ausschnitt aus der R6ntgenkristallstruktur von p21, das
das GTP-Analogon GppNp mittels einer P-Schleife bindet (PDB-Code:
5P21, 1.35 D Aufl6sung).[33] Gestrichelte Linien entsprechen H-Br3cken
von weniger als 3.2 D LEnge (Abstand zwischen den Schweratomen).
Ligandger3st: gr3n, C: grau, O: rot, N: blau, P: orange. Die Auswahl
der H-Br3ckenlEnge und die Farbcodierung gelten f3r den gesamten
Aufsatz, soweit nicht anders vermerkt.
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der Reste 13–18 erzeugt wird, die alle auf die Phosphat-
gruppen ausgerichtet sind und ionische Wasserstoffbr�cken
eingehen.

2.5. Die neue P-Schleife

Ein neues Nucleotid-bindendes Motiv wurde f�r die
GHMP-Superfamilie identifiziert (GHMP=Galactosekina-
se, Homoserinkinase, Mevalonatkinase, Phospho-
mevalonatkinase). Es wurde „novel P-loop“ genannt und
unterscheidet sich von der klassischen P-Schleife dadurch,
dass es ADP/ATP in der un�blichen syn-Konformation
bindet.[34] Nucleotide werden in der Regel in der anti-Kon-
formation gebunden. Ein hochgradig konserviertes Motiv,
urspr�nglich Motiv 2 genannt, konnte als PXXXGLGSSAA
in einer Schleife zwischen einem b-Faltblatt und einer a-Helix
identifiziert werden. Diese Schleife bildet eine riesige Anio-
nenbindungsstelle, die sich wiederum am N-terminalen Ende
einer a-Helix befindet.

Die neue und die klassische P-Schleife haben einige Ge-
meinsamkeiten: Beide befinden sich zwischen einem b-Falt-
blatt und einer a-Helix, und beide nutzen den stabilisierenden
Effekt des Dipols der Helix und ionische H-Br�cken zu
Amidfunktionen im Peptidr�ckgrat zur Phosphatbindung.
Die Struktur und die Sequenz unterscheiden sich jedoch: Die
neue P-Schleife ist zwei Aminos1uren l1nger, und ihr fehlt der
konservierte Lys/Arg-Rest. Es kann postuliert werden, dass
die l1ngere Schleife mehr ionische H-Br�ckenbindungen des
Typs P�O�···H�N eingeht, die das Fehlen der positiv gela-
denen Lys/Arg-Seitenkette kompensieren.

2.6. Proteinkinasen

Eine Jberlagerung der Aminos1uresequenz des kataly-
tisch aktiven Bereichs von 65 Proteinkinasen f�hrte zur
Identifizierung einer konservierten Sequenz GXGXXG,[28,35]

die identisch mit der von Dinucleotid-bindenden Proteinen
ist. Strukturell gesehen haben Proteinkinasen jedoch Phos-
phatbindungsstellen, die mehr denen von Mononucleotid-
bindenden Proteinen 1hneln.[21] Es scheint klar, dass sowohl
die Gly-reiche Anionenbindungsstelle als auch der vicinale
Lys-Rest f�r den Phosphoryltransfer von essenzieller Be-
deutung sind, da sie sich unabh1ngig voneinander f�r zwei
verschiedene Proteinfaltungen – die klassische P-Schleife und
die Proteinkinasenfaltung – entwickelt haben.

2.7. Das CaNN-Motiv

Denesyuk et al. fanden ein weiteres Anionenbindungs-
motiv, ausgehend von ihrer urspr�nglich in Pyridoxal-5’-
phosphat(PLP)-bindenden Proteinen entdeckten, als „bin-
ding cup“ bezeichneten Bindungsstelle f�r Phosphatgrup-
pen.[36] Eine Strukturanalyse aller repr1sentativen Protein-
faltungen in der Families-of-Structurally-Similar-Proteins-
(FSSP)-Datenbank[37] deckte ein Motiv auf, das bei 62 ver-
schiedenen Faltungen gefunden wird. Es erkennt sowohl freie

Phosphat- und Sulfatanionen als auch Phosphatgruppen in
Nucleotiden und Cofaktoren. Das Motiv enth1lt ein Ca-Atom
und zwei N-Atome aus dem Peptidr�ckgrat und findet sich
�blicherweise in f�r die Funktion wichtigen Proteinregionen.

Der Komplex der Aspartyltransferase aus dem Cytosol
von Schweinen mit PLP ist ein Beispiel f�r ein solches Bin-
dungselement (Abbildung 2, PDB-Code: 1AJS).[38] Die

Phosphateinheit von PLP wird durch Wechselwirkungen mit
dem CaNN-Element an Ort und Stelle gehalten: Dabei han-
delt es sich um eine (sehr schwache) C�H···O�P-Br�cke zu
Gly107 (Abstand zwischen den Schweratomen 3.39 Q) und
zwei starke (ionische) H-Br�cken zu den N-Atomen von
Gly108 und Thr109 aus dem Peptidr�ckgrat. Zus1tzlich wird
die Phosphatgruppe sowohl durch H-Br�cken mit den Sei-
tenketten von Thr109 und Ser257 als auch durch Ionenpaa-
rung (begleitet von ionischen H-Br�cken) mit Lys258 und
Arg266 stabilisiert.

In etwa 90% der F1lle konnte gezeigt werden, dass das
Motiv phosphatspezifisch ist. Auch wenn sich dieses Motiv
deutlich von anderen Anionenbindungsstellen unterscheidet,
nutzt es doch auch Aminos1uren ohne oder nur mit kleinen
Seitenketten, insbesondere Gly, und bildet H-Br�cken mit
dem Peptidr�ckgrat zur Phosphatbindung.[39]

Fasst man die Befunde aus den Abschnitten 2.1–2.7 zu-
sammen, so ergibt sich, dass Nucleotid-bindende Proteine oft
spezifische Faltungen und verschiedene charakteristische
Struktureigenschaften aufweisen: Gly als Teil einer Schleife,
benachbarte Lys-Seitenketten, die am Phosphoryltransfer
beteiligt sind, und die N1he eines positiv polarisierten N-
Terminus einer a-Helix. Die hier vorgestellten Proteinfal-
tungen und Fingerabdruck-Sequenzen sind allerdings nicht
die einzigen Phosphatbindungsmotive in Proteinen. Actin,
HSP70 (heat shock protein 70) und Zuckerkinasen – wie

Abbildung 2. Ausschnitt aus der R6ntgenkristallstruktur der cytosoli-
schen Asp-Aminotransferase vom Schwein im Komplex mit Pyridoxal-
5’-phosphat 3ber das CaNN-Strukturmotiv (EC 2.6.1.1, PDB-Code:
1AJS, 1.60 D Aufl6sung).[38]
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Hexokinase – binden Phosphate mit Resten aus zwei b-
Haarnadelstrukturen.

2.8. Einige Vergleiche mit synthetischen Phosphatrezeptoren[22]

Um Phosphate durch synthetische Rezeptoren in w1ssri-
gen L=sungen zu binden, bedarf es mehrerer Ladungswech-
selwirkungen, die von H-Br�cken begleitet werden. Stabile
Komplexe bilden sich mit einer Reihe vollst1ndig protonier-
ter makrocyclischer Polyamine wie 1·6H+ oder 2·6H+ (Ab-
bildung 3), die durch Lehn et al. eingef�hrt wurden.[22a] Die

Bindungsst1rke steigt mit der Zahl der Ladungswechselwir-
kungen im Fall von 1·6H+ von Adenosinmonophosphat
(AMP; lgKass= 3.4 in 0.1m w1ssr. Me4NCl) �ber Adenosin-
diphosphat (ADP; 6.5) zu ATP (8.9). Die Selektivit1t hinge-
gen ist relativ niedrig, und andere Anionen wie Oxalat (3.8),
Sulfat (4.0) und Citrat (4.7) werden ebenso gebunden.[40a]

Dabei falten sich die Makrocyclen um das sperrige Phos-
phatanion und bilden nestartige Komplexe mit optimierten
H-Br�cken.[40b,c]

Rezeptoren, die auf Guanidiniumionen basieren, sind
intensiv untersucht worden. So komplexiert der Makrocyclus

3 PO4
3� in H2O mit lgKass= 1.7 und in MeOH/H2O 9:1 mit

lgKass= 3.1.[41] Eine Reihe von klammerartigen Mono- und
Bis-Guanidinium-Rezeptoren komplexiert sehr wirksam
Oxoanionen in polaren L=sungsmitteln; bei Komplex 4, der
sich in Me2SO bildet, wird angenommen, dass zwei Guani-
diniumgruppen HPO4

2� in einer tetraedrischen Geometrie
koordinieren.[22c,42] Ein allgemeiner Vergleich legt nahe, dass
die F1higkeit eines einzelnen oder zweier prim1rer Ammo-
niumionen (RNH3

+), mit einem Phosphatanion in Wechsel-
wirkung zu treten, deutlich geringer ist als die eines einzelnen
Guanidiniumrestes.[22] Die Phosphaterkennung durch Gua-
nidiniumionen profitiert vom Chelateffekt und der Bildung
konvergierender ionischer H-Br�cken mit beg�nstigenden
sekund1ren elektrostatischen Wechselwirkungsmustern. Wir
glauben, dass in Analogie dazu der Beitrag einer wechsel-
wirkenden Arg-Seitenkette zur freien Bindungsenergie in
Protein-Phosphat-Komplexen deutlich gr=ßer ist als der einer
Lys-Seitenkette.

Auch in nur geringf�gig oder nicht konkurrierenden L=-
sungsmitteln (in Bezug auf die F1higkeit zur Bildung von H-
Br�cken) kann eine Komplexierung durch Amide und hete-
rocyclische NH-Reste erreicht werden, die auf das gebundene
Phosphation ausgerichtet sind. Dies konnte von Sessler et al.
anhand von Makrocyclus 5 demonstriert werden, von dem
angenommen wird, dass er sich in MeCN nestf=rmig um ein
H2PO4

�-Anion anordnet (Kass= 340000 Lmol�1), das dabei
von den Wechselwirkungen mit den beiden Amiden und den
Pyrrol-NH-Gruppen profitiert.[43]

Sowohl die Anordnung neutraler NH-Reste um das
Phosphation in 5 als auch das Umschließen des Oxoanions
durch die protonierten -NH2

+-Reste der makrocyclischen
Polyamine 1·6H+ und 2·6H+ f�hren zu Bindungsgeometrien,
die starke Shnlichkeit mit den in Abbildung 1 gezeigten P-
Schleifen haben. Tats1chlich zeigt die dreidimensionale Dar-
stellung der Phosphatbindung durch P-Schleifen bei einer
Reihe von Proteinkomplexen eine erstaunliche, nahezu ma-
krocyclische Anordnung der NH-Reste um das gebundene
Phosphat. Die Schleife legt sich derart um den Phosphatrest,
dass sich optimale H-Br�cken bilden k=nnen. Mit anderen
Worten, das Anion optimiert die Geometrie der Bindungs-
stelle (siehe dazu den Komplex eines Triphosphatanalogons
mit dem Enzym IspE (PDB-Code: 1OJ4) aus dem mevalo-
natfreien Biosyntheseweg von Isoprenoiden, Abbildung 6,
Abschnitt 3.3).[44]

Die Natur ist in der Lage, die r1umliche Anordnung einer
Bindungsstelle derart zu optimieren, dass sogar eine Unter-
scheidung aufgrund geringster Differenzen in Gr=ße und
Ladung – wie zwischen Sulfat und Phosphat – m=glich ist.[45]

3. Statistische Auswertung

Anionenbindungstaschen wurden schon zuvor anhand
von Informationen aus R=ntgenkristallstrukturen von Pro-
teinkomplexen mit Phosphaten und Sulfaten analysiert, was
jedoch auf eine relativ kleine Zahl an Strukturen beschr1nkt
war (< 70 Strukturen).[28,44] Außerdem wurde eine Reihe von
Analysen einzelner Enzymklassen oder spezifischer Nucleo-
tide wie ATP durchgef�hrt.[46] Unseres Wissens gibt es aller-

Abbildung 3. Synthetische Rezeptoren f3r Phosphatanionen.
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dings keine umfassende Auswertung der Phosphatbindung in
Proteinen, die auf der Gesamtheit der R=ntgenkristallstruk-
turen in der PDB basiert.

F�r ein besseres Verst1ndnis der Art und Weise, wie
Phosphatgruppen in Proteinen gebunden werden, haben wir
eine umfassende PDB-Suche durchgef�hrt.[18] Unsere Ana-
lyse basiert auf den in der Datenbank verf�gbaren Atomko-
ordinaten. Wenn mehr als eine R=ntgenkristallstruktur ver-
f�gbar war, wurde diejenige mit der besseren Aufl=sung be-
r�cksichtigt. Im Fall von oligomeren Proteinen wurde die
Analyse auf eine Untereinheit beschr1nkt, da homologe
Untereinheiten im Allgemeinen den gleichen Bindungsmo-
dus aufweisen.

Die Wechselwirkungen von Phosphatgruppen in Protei-
nen �ber kurze Entfernungen wurden mit dem Programm
Relibase ausgewertet.[47, 48] Dabei wurden folgende Suchpa-
rameter definiert (Abbildung 4): Die Suche wurde auf an ein
C-Atom gebundene a-Phosphate beschr1nkt, um R=ntgen-
kristallstrukturen mit freien Phosphaten auszuschließen.
Wegen der verwendeten Kristallisationsbedingungen sind
freie Phosphate h1ufig an Stellen cokristallisiert, die nicht der
aktiven Tasche entsprechen. Weil die freien Valenzen am O-
Atom des a-Phosphats undefiniert sind, wurden auch Struk-
turen mit Di-, Tri- und Pentaphosphaten ber�cksichtigt.
Weiterhin beschr1nkten wir den Abstand zwischen dem O-
Atom des Phosphats und einem H-Atom des Proteins auf
1.75–3.00 Q. Wir w1hlten diese relativ unkonventionelle Be-
schreibung einer H-Br�cke, um alle Arten von H-Br�cken-
Donoren (HO, HN, HS) innerhalb eines Suchvorgangs zu
ber�cksichtigen. Zuletzt untersuchten wir f�r die Auswertung
alle m=glichen H-Br�cken bis zu einem maximalen Abstand
zwischen den Schweratomen von 3.20 Q.

3.1. Die Strukturen des gesamte Datensatzes („Alle“)

Am 14. Februar 2006 waren 35144 Strukturen in der PDB
hinterlegt. Die Aminos1urenverteilung f�r den gesamten
Datensatz ist in Abbildung 1SI in den Hintergrundinforma-
tionen gezeigt.[49] Eine Gesamtzahl von 14590 Eintr1gen wies
die gesuchten Strukturmerkmale auf. Von diesen entsprachen
3003 der Abstandseinschr1nkung. Sie bilden den gesamten
Datensatz „Alle“ und zeigen eine Gesamtzahl von 19713 H-
Br�cken zu 5520 Phosphatgruppen, was einem Durchschnitt
von 3.6 H-Br�cken pro Phosphatgruppe entspricht. Alle 3003
Strukturen wurden einzeln visualisiert und untersucht. Das
S1ulendiagramm in Abbildung 2SI zeigt die Prozentzahl der
jeweiligen Aminos1uren, die an der Phosphaterkennung be-
teiligt sind. Man beachte, dass Aminos1uren, die Seitenketten
mit H-Br�cken-Donoren oder -Acceptoren haben, doppelt
aufgef�hrt sind, wobei der erste Prozentsatz die Beteiligung
der R�ckgrat-NH-Gruppe und der zweite die Beteiligung der

Seitenkette beschreibt. Der Vergleich der Aminos1urenver-
teilung in der gesamten PDB mit der Verteilung derjenigen
Aminos1uren, die an der Phosphatbindung teilnehmen, zeigt
wie erwartet große Unterschiede auf.

3.2. Ein erster Datensatz: Weglassen der identifizierten
Metallionen („Alle�M“)

Da anionische Phosphatgruppen Ionenbindungen mit
Metallionen eingehen k=nnen und diese Coulomb-Wechsel-
wirkungen H-Br�ckeneffekte sicherlich �berlagern w�rden,
beschlossen wir, Strukturen auszuschließen, in denen Metall-
ionen an das Phosphat binden. Diese Einschr1nkung ließ
immer noch 2456 Eintr1ge �brig (von 3003): Metallionen
kommen also weitaus seltener in der Phosphaterkennung vor,
als man gemeinhin annimmt. Dieser erste Datensatz wird
„Alle�M“ genannt. Der Vergleich der an den H-Br�cken zu
Phosphaten beteiligten Aminos1uren aller Strukturen
(„Alle“) mit dem Datensatz „Alle�M“ (Abbildung 2SI)
deckt ein nahezu identisches Aminos1uremuster auf. Be-
merkenswert ist der große Anteil der Gly-Reste, der polaren
Reste Ser und Thr und erwartungsgem1ß auch der basischen
Reste Lys und Arg. Das h1ufige Vorkommen von Gly-Resten
stimmt mit der Beobachtung �berein, dass Gly-reiche
Schleifen wichtig f�r Phosphatbindungsmotive sind (siehe
Abschnitt 2): Gly-Reste erm=glichen dank ihrer Konforma-
tion das Falten und Wickeln der Schleife um das gebundene
Phosphat. Mehr als die H1lfte der Eintr1ge des Datensatzes
haben eine an der Phosphatbindung beteiligte Lys- oder Arg-
Seitenkette. Der Gesamtanteil an Aminos1uren mit unpola-
ren (Summe von 25%) und basischen (Summe von 28%)
Seitenketten ist recht 1hnlich. Jberraschend ist die relativ
niedrige Zahl an Tyr-Resten (verglichen mit Ser- und Thr-
Resten), die an H-Br�cken beteiligt ist, da die OH-Gruppe
von Tyr saurer ist und deshalb der bessere H-Br�cken-Donor
sein sollte.[50] Wahrscheinlich f�hren sterische Faktoren zu
einem Vorzug f�r Ser und Thr gegen�ber Tyr.

Angesichts der recht kleinen Zahl an Metallionen-kom-
plexierenden Phosphatgruppen und der 1ußerst 1hnlichen
Aminos1ureverteilung in der An- und Abwesenheit solcher
Ionen beschlossen wir, den Datensatz „Alle�M“ f�r alle
k�nftigen Vergleiche zu verwenden.

3.3. Ein zweiter Datensatz: Phosphatbindungstaschen ohne
Ionenbindung („Alle�M�Lys/Arg“)

Aus medizinisch-chemischer Perspektive war es von be-
sonderem Interesse, zu erforschen, in welchem Ausmaß
Phosphate auch an neutralen Erkennungsstellen gebunden
werden, ohne Mitwirkung von Ionenbindungen mit Metall-
ionen und/oder protonierten basischen Aminos1ureseiten-
ketten. In solchen Phosphatbindungsstellen sollten H-Br�-
cken die wichtigste Wechselwirkung sein und k=nnten von
Leitstrukturresten mit ausgepr1gten, mehrfachen H-Br�-
cken-Acceptoren belegt werden.

Der Ausschluss der R=ntgenkristallstrukturen aus dem
ersten Datensatz, die an der Phosphatbindung beteiligte Arg/

Abbildung 4. Parameter f3r die Relibase-Suche.
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Lys-Seitenketten aufweisen, f�hrte zu der �berraschend
hohen Zahl von 1070 Strukturen, die insgesamt 5303 H-Br�-
cken zu 1668 Phosphaten aufweisen, was einem Durchschnitt
von 3.2 H-Br�cken pro Phosphatgruppe entspricht. Fast ein
Drittel aller Phosphatbindungsstellen verwendet keine Io-
nenpaarbindungen!

Ein Vergleich der beiden Datens1tze „Alle�M“ und
„Alle�M�Lys/Arg“ (Abbildung 5) zeigt, dass der Mangel an
basischen Resten durch eine Zunahme polarer Reste wie Ser,

Thr, His (das protoniert sein kann) und Asn, aber auch un-
polarer Reste wie Gly und auch Ala und Ile kompensiert
wird. Dieser Trend scheint in Einklang mit der Beschreibung
der neuen P-Schleife zu sein (Abschnitt 2.5). In diesem Zu-
sammenhang wird postuliert, dass das Fehlen eines konser-
vierten Lys-Restes durch eine l1ngere Schleife mit mehr
konservierten Resten kompensiert wird. Außer den Amino-
s1ureseitenketten tragen R�ckgrat-NH-Gruppen �ber H-
Br�cken und �ber das durch sie induzierte positiv geladene
elektrostatische Feld zur Phosphatbindung bei.

Ein repr1sentatives Beispiel eines Proteins des Daten-
satzes „Alle�M�Lys/Arg“ ist der tern1re Komplex der
4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-d-erythritol-Kinase (IspE),
ihres Substrates und des nicht hydrolysierbaren ATP-Analo-
gons 5’-Adenyl-b,g-amidotriphosphat (AppNp) in Abbil-
dung 6 (PDB-Code: 1OJ4).[51] IspE ist eines der sieben
Enzyme des mevalonatfreien Biosynthesewegs f�r die Syn-
these der Isoprenoid-Vorstufen Isopentenyldiphosphat und
Dimethylallyldiphosphat, der in den meisten Bakterien und
einigen Parasiten – nicht jedoch im Menschen – vorkommt.
IspE zeigt eine f�r Kinasen charakteristische Zwei-Dom1-
nen-Faltung einer Substrat- und einer ATP-Bindungsdom1ne.
In diesem Komplex ist die ATP-Bindungsstelle durch eine
lange, Gly-reiche Schleife gekennzeichnet, die nur einen an

der Phosphatbindung beteiligten polaren Ser-Rest, aber eine
große Zahl an Gly-NH-Gruppen im R�ckgrat enth1lt (Reste
101–107), die auf das gebundene Anion zeigen. Ein weiteres
Beispiel f�r eine Struktur des zweiten Datensatzes findet sich
in den Hintergrundinformationen (Abbildung 3SI).[52]

3.4. Datensatz „Alle�M“ in verschiedenen Enzymklassen

Der Datensatz „Alle�M“ wurde in verschiedene En-
zymklassen aufgeteilt, unter Verwendung der in der PDB
verwendeten Beschreibung (Tabelle 1). Nur die vier um-
fangreichsten Klassen sowie statistisch signifikante Snde-
rungen werden besprochen.

Aus den S1ulendiagrammen, die die zwei umfangreichs-
ten Gruppen (Oxidoreduktasen und Transferasen) im Da-
tensatz „All�M“ vergleichen, wird klar ersichtlich, dass jede
Enzymklasse eine charakteristische Aminos1urenverteilung
hat (Abbildung 7 und Abbildung 4SI). Konzentriert man sich
auf die bedeutendste Gruppe, die Oxidoreduktasen, so f1llt
ein recht geringer Anteil an Gly-Resten auf. Andererseits
nimmt der relative Anteil an unpolaren Resten wie Ala, Val,
Leu, Ile und Met zu. Dieser Zuwachs an unpolaren Resten

Abbildung 5. SEulendiagramm des Vergleichs der an den H-Br3cken zu
Phosphatgruppen beteiligten AminosEurereste (Einbuchstabencode)
des ersten Datensatzes „Alle�M“ (hintere hellgraue SEulen) mit dem
zweiten Datensatz „Alle�M�Lys/Arg“ (farbige vordere SEulen). Ami-
nosEuren mit Seitenketten, die H-Br3cken bilden k6nnen, sind doppelt
aufgef3hrt, wobei sich die erste SEule auf R3ckgrat-NH- und die
zweite, schraffierte SEule auf Seitenketten-Wechselwirkungen bezieht.
Die AminosEuren sind in Klassen unterteilt und haben folgende Farb-
codierung: grau: unpolar, gr3n: polar, blau: basisch, rot: sauer. Diese
Farbcodierung gilt f3r den gesamten Aufsatz, soweit nicht anders ver-
merkt.

Abbildung 6. Ausschnitt aus der R6ntgenkristallstruktur des Enzyms
IspE, das das hydrolyseresistente ATP-Analogon AppNp ohne Verwen-
dung eines Metallions oder einer positiv geladenen Seitenkette bindet
(EC 2.7.1.148, PDB-Code: 1OJ4, 2.01 D Aufl6sung).[51]

Tabelle 1: Unterteilung des ersten Datensatzes „Alle�M“ in Enzym-
klassen.

Enzymklasse Zahl Verteilung [%]

Oxidoreduktasen 787 32
andere 520 21
Transferasen 430 18
Lyasen 245 10
Hydrolasen 149 6
Isomerasen 119 5
Signaltransduktion 77 3
Elektronentransport 73 3
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k=nnte essenziell zur Feineinstellung der Umgebungspolari-
t1t f�r effiziente Elektronentransferprozesse sein. Eine Ab-
nahme an Thr-Resten wird durch einen Zuwachs an Ser-
Resten kompensiert. Gleichermaßen kompensiert ein Zu-
wachs an Arg-Resten eine geringere Zahl an Lys-Resten.

Bei der zweith1ufigsten Klasse, den Transferasen, findet
sich beim Vergleich mit dem gesamten Datensatz keine si-
gnifikante Ver1nderung der unpolaren Reste. Ein umge-
kehrtes Verhalten zeigt sich hingegen im Fall der polaren
Aminos1uren: Transferasen enthalten eine erh=hte Zahl an
Thr- und eine verminderte Zahl an Ser-Resten. Transferasen
und Oxidoreduktasen haben fast die gleiche Verteilung ba-
sischer Reste.

Die zwei n1chsth1ufigsten Klassen, die Lyasen und die
Isomerasen, werden mit dem gesamten Datensatz „Alle�M“
in den Abbildungen 8 und 5SI verglichen. Die Lyasen zeigen
einen Zuwachs in der Zahl an Gly-Resten, der mit einer
Abnahme des Anteils der restlichen unpolaren Aminos1uren

einherzugehen scheint. Wiederum zeigen die polaren Reste
Ser und Thr entgegengesetzte Trends, und Gleiches trifft auf
die Arg- und Lys-Reste zu.

In der Klasse der Isomerasen zeigt die unpolare Unter-
gruppe ein etwas anderes Verhalten. Der Zuwachs an Leu-
und Ile-Resten gleicht eine reduzierte Zahl an Ala- und Val-
Resten aus. Die Zahl an Ser- und Thr-Resten – normalerweise
sehr wichtige Phosphatbindungsreste – ist verringert, die
Menge der Tyr- und Asn- sowie Gln-Reste ungew=hnlicher-
weise erh=ht. Wiederum k=nnte dies auf eine ersetzende
Rolle schließen lassen. Die basischen Reste zeigen wieder ein
typisches Verhalten, mit einem Anstieg der Zahl an Lys-
Resten bei gleichzeitiger Abnahme der Arg-Reste.

Aus dieser Analyse scheint ein allgemeiner Trend her-
vorzugehen: Der Anteil der verschiedenen, an der Phos-
phatbindung beteiligten Unterklassen von Aminos1ureresten
(unpolar, polar, basisch) ist mehr oder weniger konstant.
Offenbar hat allerdings jede Enzymklasse eine klare Pr1fe-
renz f�r die Natur der Aminos1uren in jeder Untergruppe, die
sie zur Phosphatbindung verwendet. Zum Beispiel ist es
h1ufig der Fall, dass sich eine verminderte Zahl an Thr-Resten
in einer erh=hten Zahl an Ser-Resten widerspiegelt. Shnliche
Trends finden sich f�r die unpolaren und basischen Reste. Auf
die Untergruppe der sauren Aminos1urereste scheint dies
nicht zuzutreffen, allerdings ist die Zahl der an der Phos-
phatbindung beteiligten sauren Aminos1uren recht klein, was
die Identifizierung statistisch signifikanter Ver1nderungen
erschwert. Als Resultat dieses Verhaltens ergeben sich sehr
charakteristische Verteilungen der f�r die Phosphatbindung
verwendeten Aminos1uren, die als Fingerabdr�cke f�r die
Identifizierung einer bestimmten Enzymklasse genutzt
werden k=nnen.

3.5. Ein dritter Datensatz: Abwesenheit von Metallionen und
Schleife („Alle�M�loop“)

Da eine Schleife ein h1ufiges Strukturelement f�r Phos-
phatbindung ist, war der n1chste logische Schritt die Unter-
suchung, wie Phosphate in Abwesenheit sowohl eines Me-
tallions als auch einer Schleife gebunden werden. Zu diesem
Zweck haben wir eine Schleife als Folge von mindestens drei
aufeinander folgenden Aminos1uren definiert, die an H-
Br�cken zu Phosphaten beteiligt sind. F1lle, bei denen der
erste und dritte, aber nicht der zweite Rest eine H-Br�cke
bilden, sind inbegriffen. Der Abzug der betroffenen Eintr1ge
f�hrte zu einem dritten Datensatz: „Alle�M�loop“. Er
enth1lt eine Gesamtzahl von 1675 Eintr1gen mit 8428 H-
Br�cken zu 2740 Phosphatgruppen, was einem Durchschnitt
von 3.1 H-Br�cken pro Phosphatgruppe entspricht.

Abbildung 9 zeigt einen Vergleich des ersten Datensatzes
(„Alle�M“) mit dem dritten Datensatz („Alle�M�loop“).
Eine Abnahme der Zahl an Gly-Resten ist offensichtlich,
w1hrend sich gleichzeitig die Zahl an Ala- und Ile-Resten
erh=ht. Der Zuwachs an Ser- und Tyr-Resten k=nnte eine
geringere Zahl an Thr-Resten kompensieren. Schließlich
k=nnte in der basischen Untergruppe ein Anstieg in der Be-
teiligung von His- und Arg-Resten der reduzierten Zahl von
Lys-Resten entgegenwirken.

Abbildung 7. SEulendiagramm des Vergleichs der an den H-Br3cken
zu Phosphatgruppen beteiligten AminosEurereste (Einbuchstaben-
code) des ersten Datensatzes „Alle�M“ (hintere hellgraue SEulen) mit
dessen Oxidoreduktasen (farbige vordere SEulen). AminosEuren mit
Seitenketten, die H-Br3cken bilden k6nnen, sind doppelt aufgef3hrt,
wobei sich die erste SEule auf R3ckgrat-NH- und die zweite schraffier-
te SEule auf Seitenketten-Wechselwirkungen bezieht.

Abbildung 8. SEulendiagramm des Vergleichs der an den H-Br3cken
zu Phosphatgruppen beteiligten AminosEurereste (Einbuchstaben-
code) des ersten Datensatzes „Alle�M“ (hintere hellgraue SEulen) mit
seinen Lyasen (farbige vordere SEulen). AminosEuren mit Seitenketten,
die H-Br3cken bilden k6nnen, sind doppelt aufgef3hrt, wobei sich die
erste SEule auf R3ckgrat-NH- und die zweite schraffierte SEule auf Sei-
tenketten-Wechselwirkungen bezieht.

F. Diederich et al.Aufs�tze

350 www.angewandte.de � 2007 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2007, 119, 342 – 357

http://www.angewandte.de


Ein veranschaulichendes Beispiel dieses dritten Daten-
satzes ist der Komplex der Riboflavin-Kinase von S. pombe
mit einem der Produkte, ADP (Abbildung 10, PDB-Code:
1N07).[53] Die Phosphatgruppen von ADP werden von drei
isolierten Resten gebunden, einer Tyr-Seitenkette, einem
Gly-R�ckgrat und einem Ser-Rest, der sowohl �ber eine
Amidgruppe des R�ckgrates als auch �ber seine Seitenkette
wechselwirkt. Selbst wenn der Gly- und der Ser-Rest Teil

einer strukturellen Schleife sind, entspricht sie doch nicht
unserer Definition einer Phosphatbindungsstelle, da zu viele
Reste dazwischen liegen, die nicht zur Phosphatbindung
beitragen.

Die Resultate dieser statistischen Analyse sind in Tabel-
le 2 zusammengefasst. Es gibt kaum Unterschiede zwischen
dem Datensatz „Alle“ und dem ersten Datensatz
(„Alle�M“), was nochmals unsere Entscheidung best1tigt,
ausschließlich letzteren Datensatz zu verwenden. Der zweite
Datensatz zeigt eine klare Abnahme der basischen Reste, da
nur noch His-Reste und R�ckgrat-Amide von Lys und Arg
vorhanden sind. Dies findet seine Entsprechung in einem
starken Zuwachs an polaren und zu einem gewissen Ausmaß
auch an unpolaren Resten. Wie erwartet, bleiben die sauren
Reste mehr oder weniger unver1ndert.

Der dritte Datensatz zeigt eine geringf�gige Zunahme an
basischen Resten, was insofern plausibel ist, als die basischen
Reste die Abwesenheit einer Schleife kompensieren k=nnten.
Im dritten Datensatz findet sich folglich offenbar ein 1hnli-
ches Verhalten wie bei den verschiedenen Enzymklassen,
d.h., es gibt eine gegenseitige Kompensation von Amino-
s1ureresten einer Gruppe (unpolar, polar, basisch).

4. Phosphatbindung von Proteinkinasen und
Phosphatasen

Schon in den fr�hen f�nfziger Jahren wurde die Entde-
ckung gemacht, dass Enzymaktivit1t durch Phosphorylierung
und Dephosphorylierung reguliert werden kann.[10,54] Die
Proteinkinasen und Proteinphosphatasen haben nicht nur
entgegengesetzte Funktionen, sondern sie wirken auch zu-
sammen, um Zellwachstum und -differenzierung zu regulie-
ren.[55] Eine St=rung dieses Gleichgewichtes f�hrt fast un-
weigerlich zu einer Krankheit. Folglich sind sowohl die Pro-
teinkinasen als auch die Proteinphosphatasen wichtige Ziel-
verbindungen in der medizinischen Chemie. Im letzten Teil
dieses Aufsatzes konzentrieren wir uns daher auf die Me-
chanismen der Phosphatbindung durch Proteinkinasen und
Proteinphosphatasen, mit dem Ziel, das Verst1ndnis ihrer
Erkennungsstellen zu verbessern, was der Entwicklung von
Leitstrukturen zugute kommen sollte.

4.1. Proteinkinasen

Die Proteinkinasen, eine Untergruppe der Kinasen,[56]

phosphorylieren OH-Gruppen eines Proteinsubstrats. Prote-

Abbildung 9. SEulendiagramm des Vergleichs der an den H-Br3cken
zu Phosphatgruppen beteiligten AminosEurereste (Einbuchstaben-
code) des ersten Datensatzes „Alle�M“ (hintere hellgraue SEulen) mit
dem dritten Datensatz „Alle�M�loop“ (farbige vordere SEulen). Ami-
nosEuren mit Seitenketten, die H-Br3cken bilden k6nnen, sind doppelt
aufgef3hrt, wobei sich die erste SEule auf R3ckgrat-NH- und die zweite
schraffierte SEule auf Seitenketten-Wechselwirkungen bezieht.

Abbildung 10. Ausschnitt aus der R6ntgenkristallstruktur der Ribo-
flavinkinase, die ADP ohne die Hilfe eines Metallions oder einer Schlei-
fe bindet (EC 2.7.1.26, PDB-Code: 1N07, 2.45 D Aufl6sung).[53]

Tabelle 2: Zusammenfassung der statistischen Auswertung der verschiedenen DatensEtze.

Datensatz H-Br3cken pro Phosphat H-Br3cken [%][a] EintrEge [%][b]

unpolar polar basisch sauer Schleife Arg-, Lys-Seitenkette

„Alle“ 3.6 5023 (25) 8418 (43) 5533 (28) 717 (4) 1198 (40) 1733 (58)
„Alle�M“ 3.6 4107 (26) 6734 (43) 4344 (27) 614 (4) 943 (38) 1434 (58)
„Alle�M�Arg/Lys“ 3.2 1751 (33) 2858 (54) 372 (7) 267 (5) 344 (32) –
„Alle�M�loop“ 3.1 2141 (25) 3356 (40) 2659 (32) 272 (3) – 908 (54)

[a] Zahl an H-Br3cken, die von jeder Klasse von AminosEureresten gebildet werden; in Klammern steht der prozentuale Anteil, den diese Untergruppe
darstellt. [b] Zahl an EintrEgen; in Klammern steht der prozentuale Anteil, den dies darstellt.
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inserinthreoninkinasen (PSTKs) sind die h1ufigsten, gefolgt
von den Proteintyrosinkinasen (PTKs) und zuletzt den
Doppelspezifizit1tkinasen (DSKs), die alle drei Aminos1uren
phosphorylieren k=nnen. Andere Klassifizierungen nutzen
die Information �ber die spezifischen Protein-Ligand-Wech-
selwirkungen in der ATP-Bindungstasche oder Sequenz-
alignments, um die Proteinkinasen in Unterfamilien einzu-
teilen.[11,57]

Dank einer F�lle sowohl struktureller als auch bioche-
mischer Studien geh=ren die Kinasen wohl zu den am besten
untersuchten Enzymen. Ihre Diversit1t und Substratspezifi-
zit1t sind bemerkenswert angesichts Tatsache, dass sie im
Prinzip alle die gleiche Reaktion katalysieren, n1mlich den
Transfer der g-Phosphorylgruppe von ATP auf ein Substrat.
Einige gemeinsame Strukturmerkmale der Kinasen wurden
identifiziert und ausf�hrlich besprochen.[58] Dazu z1hlt das
Vorhandensein eines oder manchmal auch zweier Metallka-
tionen (Mg2+ oder Mn2+), ein Nucleotidbindungsmotiv, z.B.
eine P-Schleife oder eine Gly-reiche Sequenz, ein positiv
geladener Rest (normalerweise Lys) und der positive N-Ter-
minus einer a-Helix. Der Mechanismus des Kinase-kataly-
sierten Phosphoryltransfers wurde intensiv erforscht.[59] Etwa
1.7% des menschlichen Genoms dienen der Expression der
Proteinkinasen.[12]

Die Suche nach effizienten und selektiven Inhibitoren f�r
Proteinkinasen als den vielleicht wichtigsten Medikamen-
tenzielen des 21. Jahrhunderts[60] ist eine der gr=ßten gegen-
w1rtigen Aufgaben der Pharmaindustrie.[10,13] Ein Beispiel
eines erfolgreich entwickelten niedermolekularen Wirkstoffs
ist Gleevec, das die Abl(Abelson)-PTK des Fusionsproteins
Bcr-Abl inhibiert und gegen Knochenmarksleuk1mie[61] und
Magen-Darm-Tumoren eingesetzt wird.[62] Außerdem wurde
Sorafenib f�r die Behandlung des metastasierenden Nieren-
zellenkarzinoms entwickelt.[63] Ein letztes Beispiel f�r eine
erfolgreiche Entwicklung ist der monoklonale Antik=rper
Herceptin f�r die Behandlung von metastasierendem Brust-
krebs, der an die Her2/neu-Rezeptor-PTK bindet.[64]

4.2. Beispiele von Phosphatbindungsstellen in Proteinkinasen

Die Proteinkinasen verwenden eine große Vielfalt an
Phosphatbindungsmotiven, wie die folgenden Beispiele ver-
deutlichen. Die Homoserinkinase (HSK) ist ein Mitglied der
GHMP-Kinase-Superfamilie und katalysiert den ersten se-
lektiven Schritt in der Biosynthese von Thr, die Bildung von
O-Phospho-l-homoserin aus l-Homoserin und ATP. Die
R=ntgenkristallstrukturen einer Reihe tern1rer Komplexe
von HSK mit Homoserin oder Thr (einem Feedback-Inhibi-
tor) und dem ATP-Analogon AppNp wurden mit Aufl=sun-
gen zwischen 1.8 und 2.0 Q gel=st (Abbildung 11, PDB-Code:
1H72).[34,65] Sowohl Homoserin als auch AppNp werden in
einer 13 Q tiefen Tasche gebunden, die von einer a-Helix und
drei relativ flexiblen Schleifenstrukturen gebildet wird. Das
Homoserin befindet sich am unteren Ende der Kavit1t und
bildet unter anderem eine starke Salzbr�cke zu Arg235 (2.71
und 2.65 Q). Im oberen Teil der Tasche bindet AppNp am N-
Terminus der a-Helix. Das Triphosphat nimmt eine
sc,ac,sc,sc,sp-Konformation ein (beginnend auf der Ribose-

Seite; sc= synclinal, ac= anticlinal, sp= synperiplanar) und
wird durch f�nf direkte und drei H2O-vermittelte H-Br�cken
gebunden. Das a-Phosphat bildet chelatisierende H-Br�cken
zur R�ckgrat-NH-Gruppe von Ser98 (2.47 Q) und zur OH-
Gruppe von dessen Seitenkette (3.02 Q). Gly92 geht eine H-
Br�cke mit einem der a-Phosphat-O-Atome ein (2.57 Q),
w1hrend ein stark koordiniertes H2O-Molek�l sowohl ein a-
(2.91 Q) als auch das g-Phosphat-O-Atom (2.43 Q) bindet.
Das g-Phosphat bildet eine H-Br�cke mit Gly96 (2.55 Q),
w1hrend die O-Atome des b-Phosphats lediglich eine starke
H-Br�cke mit der OH-Gruppe der Seitenkette von Thr183
(2.02 Q) eingehen. Eine bemerkenswerte Eigenschaft dieser
Bindungstasche ist die Abwesenheit kationischer Amino-
s1urereste in der Triphosphatbindungstasche. Dieses Beispiel
zeigt auch, wie die visuelle Auswertung aller Strukturen dabei
half, den wichtigen Beitrag zur Phosphatbindung durch
(kristallographisch lokalisierte) H2O-Molek�le zu identifi-
zieren. Ferner scheint es recht h1ufig vorzukommen, dass das
b-Phosphat die schw1chsten Wechselwirkungen in einem
Triphosphatkomplex eingeht.

Ein anderes Beispiel, das einige dieser Merkmale ver-
deutlicht, z.B. die Abwesenheit basischer Aminos1uren in
direkter N1he zum gebundenen Phosphat, liefert die R=nt-
genkristallstruktur des Komplexes der Pyruvatdehydrogena-
se-Kinase PDK3 mit L2 (innere Lipoyldom1ne), Mg2+ und
ATP (Abbildung 6SI).[66]

Die Src-Familie der PTKs sowie eine Reihe anderer
Proteine, die an der intrazellul1ren Signaltransduktion be-
teiligt sind, enthalten alle eine hochkonservierte SH2-
Dom1ne. Sie ist f�r die spezifische Erkennung Phosphotyro-
sin-haltiger Motive an aktivierten Zelloberfl1chenrezeptoren
verantwortlich; folglich ist die SH2-Dom1ne entscheidend f�r
die Signaltransduktion. Abbildung 12 zeigt die R=ntgenkris-
tallstruktur eines Komplexes der Src-Homologiedom1ne der
Src-Kinase mit einem Isoster des O-phosphorylierten YEEI-
Tetrapeptids (PDB-Code: 1IS0).[67] Um die Topographie der
Bindungstasche zu testen, wurde zur Versteifung der Pep-
tidkette ein Cyclopropanrest eingef�hrt. Der Ligand bindet

Abbildung 11. Ausschnitt aus der R6ntgenkristallstruktur der Homose-
rinkinase im Komplex mit dem ATP-Analogon AppNp und Homoserin
(EC 2.7.1.39, PDB-Code: 1H72, 1.80 D Aufl6sung).[65] Kristall-H2O: rote
Kugeln.
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an der Oberfl1che des Proteins, wobei nur das O-Phos-
photyrosinfragment in eine flache Kavit1t reicht, die vom N-
terminalen Ende einer a-Helix und einer Schleife, die zwei b-
Str1nge miteinander verbindet, gebildet wird. Das Phosphat
ist durch starke Salzbr�cken mit den Seitenketten von
Arg175 (2.69 und 2.78 Q) und Arg155 (2.90 Q) gebunden.
Weitere H-Br�cken werden mit der R�ckgrat-NH-Gruppe
von Glu178 (2.56 Q) und der OH-Gruppe der Seitenketten
von Thr179 (2.69 Q) gebildet. Eine sechste, recht schwache
Wechselwirkung kann man zwischen der SH-Gruppe von
Cys185 (3.21 Q) und dem phosphorylierten Tyr-O-Atom
ausmachen. Die Bevorzugung kationischer oder polarer
Aminos1urereste sowie die flache Tasche an der Oberfl1che
stehen im Gegensatz zum vorher besprochenen Beispiel der
HSK.

Brutons Tyrosinkinase ist ein wichtiges Protein f�r die
Reifung von B-Zellen. Im Menschen f�hrt eine einfache
Punktmutation im Enzym zu X-verkn�pfter Agammaglobu-
lin1mie, einer schweren Immunschw1chekrankheit. Das
Protein enth1lt eine Dom1ne, die spezifisch Phosphatidyl-
inositol-3,4,5-triphosphat bindet. In der R=ntgenkristall-
struktur des mit einer Aufl=sung von 2.4 Q gel=sten dimeren
Komplexes (Abbildung 13, PDB-Code: 1B55)[68] ist der
Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat-Ligand in einer fla-
chen Tasche an der Enzymoberfl1che gebunden. Man kann
Wechselwirkungenmit den Aminos1uren einer vonArg28 bis
Tyr39 reichenden Schleife beobachten, die zwei b-Str1nge
miteinander verbindet. Die freien OH-Gruppen (an C2 und
C6) des Liganden bilden H-Br�cken mit den Seitenketten
von Ser21 (2.81 Q) und Asn24 (2.32 Q). Die C1-Phospho-
rylgruppe geht keine direkten H-Br�ckenkontakte mit dem
Protein ein, profitiert aber vom positiv polarisierten Umfeld,
das durch die N1he der Seitenkette von Lys26 induziert wird.
Das Phosphat an C3 hingegen ist �ber Salzbr�cken fest an
Arg28 (3.08 und 3.18 Q) und Lys12 (2.67 und 2.96 Q) ge-
bunden. Eine seltene H-Br�cke findet sich zwischen der OH-

Gruppe von Tyr39 und der Phosphatgruppe an C4 (2.38 Q),
des Weiteren gibt es eine Wechselwirkung mit der R�ckgrat-
NH-Gruppe vonGln15 (2.39 Q). Die R�ckgrat-NH-Gruppen
von Lys127 (2.73 Q) und Lys18 (2.81 Q) bilden H-Br�cken
zum C5-Phosphat sowie eine H-Br�cke mit der Seitenketten-
OH-Gruppe von Ser14 (3.04 Q). Insgesamt kann man beob-
achten, dass die Proteinoberfl1che am Boden der schalen-
f=rmigen Bindungsdom1ne ein recht negatives elektrostati-
sches Potential hat (Ser14, Ser21, Asn24), w1hrend der Rand
der Schale von positiv geladenen Aminos1ureresten gebildet
wird (Lys12, Lys17, Lys18, Lys26, Arg28, Lys53). Der Rand
ist jedoch nicht vollst1ndig positiv geladen und weist eine
L�cke an der unphosphorylierten C6-Position auf. Folglich
passt das Oberfl1chenpotential des Proteins komplement1r
zur Ladungsverteilung des Phosphatidylinositol-3,4,5-tri-
phosphat-Liganden, was zur Selektivit1t gegen�ber unter-
schiedlich phosporylierten Derivaten f�hrt.

Abbildung 12. Ausschnitt aus der R6ntgenkristallstruktur der Src-
Kinase im Komplex mit einem O-phosphorylierten YEEI-Tetrapeptid
(EC 2.7.1.112, PDB-Code: 1IS0, 1.90 D Aufl6sung).[67]

Abbildung 13. Oben: Ausschnitt aus der R6ntgenkristallstruktur von
Brutons Tyrosinkinase im Komplex mit Phosphatidylinositol-3,4,5-tri-
phosphat (EC 2.7.1.112, PDB-Code: 1B55, 2.40 D Aufl6sung).[68] Unten:
Elektrostatisches Potential, das die elektropositive Umgebung von C1–
C5 des Liganden am Eingang zur schalenf6rmigen Bindungstasche
zeigt.
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4.3. Andere Phosphatbindungsstellen in Kinasen

In den Hintergrundinformationen werden einige weitere
Beispiele der Phosphaterkennung durch Kinasen besprochen,
um die strukturelle Vielfalt noch besser zu illustrieren:
a) Die R=ntgenkristallstruktur eines tern1ren Komplexes

der Adenylatkinase von Hefe, Bis(adenyl)-5’-pentaphos-
phat (Ap5A) und einem Mg2+-Ion (Abbildung 7SI, PDB-
Code: 2AKY)[69] zeigt, dass das Pentaphosphat in einem
gigantischen Anionenloch mit der Konsenssequenz
GXXGXK gebunden ist.[21] Adenylatkinasen sind allge-
genw1rtige Enzyme, die den Transfer einer Phosphoryl-
gruppe von ATP auf AMP katalysieren, wobei zwei Mo-
lek�le ADP entstehen. Dieser Prozess ist Mg2+-abh1ngig.

b) Im Komplex der Glycerolkinase mit ADP, Glycerol-3-
phosphat und einem Mn2+-Ion (Abbildung 8SI, PDB-
Code: 1GLD)[70] sind beide Phosphate in einer 15 Q tiefen
Tasche an der Grenzfl1che zwischen den N- und C-ter-
minalen Dom1nen an das Mn2+-Ion gebunden.

c) Im Komplex der Riboflavinkinase mit ADP, Flavinmo-
nonucleotid (FMN) und einem Mg2+-Ion (Abbildung 9SI,
PDB-Code: 1P4M)[71] reichen die beiden Phosphate in
eine tiefe Kavit1t, um an das Metallion zu koordinieren.
Die Riboflavinkinase ist ein Enzym, das die Phosphory-
lierung von Riboflavin (Vitamin B2) zu FMN katalysiert.

d) Ein sch=nes Beispiel f�r die Bindung von ADP in einer
Tasche, die aus einer Schleife besteht, die einen b-Strang
und eine a-Helix miteinander verkn�pft, findet sich in der
R=ntgenkristallstruktur des Komplexes der menschlichen
Desoxycytidinkinase mit ADP, einem Mg2+-Ion und der
Medikamentvorstufe („Prodrug“) Gemcitabine (Abbil-
dung 10SI, PDB-Code: 1P62).[72] Die Desoxycytidinkinase
katalysiert die Phosphorylierung nat�rlicher Desoxy-
ribonucleoside, wie Desoxycytidin, Desoxyguanosin und
Desoxyadenosin, sowie zahlreicher synthetischer Nucle-
osidanaloga, die als Medikamentvorstufen in der antivi-
ralen und Krebschemotherapie eingesetzt werden.

4.4. Proteinphosphatasen

Die Proteinphosphatasen werden nach ihrer Substrat- und
Strukturspezifit1t in Proteinserinthreoninphosphatasen, Pro-
teintyrosinphosphatasen und Doppelspezifit1tphosphatasen
eingeteilt. Die letzten zwei Klassen sind miteinander verwandt
und zeigen hohe Sequenzhomologie. Der Mechanismus der
Dephosphorylierung, der katalytische Asp-, Arg- und His-
Reste einbezieht, ist weitgehend aufgekl1rt.[73,74] Die Protein-
phosphatasen sind erst seit kurzem interessante Ziele in der
Medikamentenentwicklung.[15,17,64,75] Zwar werden auch
andere Phosphatasen erforscht,[76] den Proteinphosphatasen
gilt aber das gr=ßte Interesse als potenzielle Wirkstoff-Targets.

4.5. Beispiele f3r Phosphatbindungsstellen in
Proteinphosphatasen

Die Proteintyrosinphosphatase PTP1B ist f�r die De-
phosphorylierung der Phosphotyrosinreste des Insulinrezep-

tors IRK verantwortlich, wodurch sie den Insulin-Signal-
transduktionsweg negativ reguliert. Die Struktur von PTP1B
im Komplex mit einem substrat1hnlichen, diphosphorylierten
Modellpeptid wurde mit einer Aufl=sung von 2.4 Q bestimmt
(Abbildung 14, PDB-Code: 1G1H).[77] Einer der O-phos-

phorylierten Tyr-Reste ist in einer 7 Q tiefen Tasche gebun-
den, in der er durch das Dipolmoment des N-terminalen
Endes einer a-Helix stabilisiert wird. Die Schleife, die diese
Helix mit einem b-Faltblatt verbindet, bildet eine starke,
einem Polyazamakrocyclus 1hnelnde Bindungsstelle f�r die
Phosphatgruppe, die sechs H-Br�cken zu den R�ckgrat-NH-
Gruppen von Ser216 (3.00 Q), Ala217 (3.26 Q), Ile219
(2.96 Q), Gly220 (2.89 Q) und Arg221 (2.99 Q) sowie eine
Salzbr�cke zur Guanidiniumgruppe der Arg221-Seitenkette
(2.92 und 3.04 Q) eingeht. Die Tasche ist durch den aroma-
tischen Ring von Phe182, der eine p-Stapelwechselwirkung
mit der aromatischen Seitenkette des phosphorylierten Tyr-
Restes eingeht, von Wechselwirkungen mit dem L=sungs-
mittel abgeschirmt. Das zweite O-phosphorylierte Tyr in dem
kurzen Peptid ist nur an der Proteinoberfl1che durch die
Seitenkette von Arg24 (3.20 und 3.23 Q) gebunden.

Die R=ntgenkristallstruktur einer Proteintyrosinphos-
phatase ist als Komplex mit p-Nitrophenylphosphat im Bild
des Inhaltsverzeichnisses gezeigt (EC 3.1.3.48, PDB-Code:
1D1Q, 1.70 Q Aufl=sung).[78]

Die Phosphoserinphosphatase (PSP) geh=rt zu einer
großen Enzymklasse, die die Phosphoesterhydrolyse �ber ein
Phosphoaspartat-Zwischenprodukt katalysiert. PSP ist wohl
an der Regulation der Steady-State-Konzentration von d-
Serin im Gehirn beteiligt. Die R=ntgenkristallstruktur des
bin1ren Komplexes der PSP mit O-phosphoryliertem l-Serin
wurde mit einer Aufl=sung von 1.9 Q gel=st (Abbildung 15,
PDB-Code: 1L7P).[79] Nach der Bindung faltet sich das Pro-
tein vollst1ndig um das Substrat herum, sodass dieses wirk-
sam vom L=sungsmittel abgeschirmt ist. Die Phosphatgruppe
bildet H-Br�cken mit drei R�ckgrat-NH-Gruppen von Phe12

Abbildung 14. Ausschnitt aus der R6ntgenkristallstruktur der Proteinty-
rosinphosphatase PTP1B im Komplex mit einem diphosphorylierten
Modellpeptid (EC 3.1.3.48, PDB-Code: 1G1H, 2.40 D Aufl6sung).[77]
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(2.81 Q), Asp13 (3.09 Q) und Gly100 (2.84 Q). Außerdem

gehen einige Seitenketten von Asp13 (2.82 Q), Asn11
(3.25 Q), Ser99 (2.59 Q), Lys144 (2.68 Q) und Asn170
(3.09 Q) H-Br�cken mit den Phosphat-O-Atomen ein. Die
Carboxylatgruppe von l-Serin ist durch eine Salzbr�cke mit
Arg56 (2.92 und 3.15 Q) verbunden, w1hrend die Ammoni-
umgruppe durch die Seitenkette von Glu20 (2.50 Q) stabili-
siert wird.

5. Zusammenfassung und Schlussfolgerungen

Die molekulare Erkennung von Phosphaten in den akti-
ven Zentren von Enzymen wurde bisher nicht umfassend
beschrieben, obwohl großes Interesse an der Entwicklung von
Wirkstoffen besteht, die an Enzyme mit phosphathaltigen
Substraten, vor allem an Proteinkinasen und Proteinphos-
phatasen, binden. Wir geben hier einen entsprechenden
Jberblick, wobei wir uns auf die wichtigste Wechselwirkung
zwischen Phosphat und Rezeptor, n1mlich die H-Br�cke,
konzentrieren und dabei von der reichhaltigen Strukturin-
formation der PDB profitieren. Zuerst fassen wir die be-
kannten Phosphatbindungsmotive zusammen, z.B. die Gly-
reiche Schleife und die P-Schleife, und streichen die Analogie
mit der Komplexierung durch Oligoazamakrocyclen hervor:
Beg�nstigt durch die konformative Flexibilit1t der Gly-Reste
in diesen Schleifen organisieren die Phosphat-Gastmolek�le
den Rezeptor, indem sich die Schleife um das Anion wickelt
und H-Br�cken mit den konvergierenden R�ckgrat-NH-
Resten gebildet werden. Dies erinnert an das Prinzip der
Komplexierung von Ionen durch flexible Rezeptoren: Auch
in diesem Fall organisiert der Gast seinen Wirt.

Die darauf folgende statistische Auswertung liefert eine
Reihe unerwarteter Resultate: Unter den 3003 ber�cksich-
tigten Strukturen, die alle einzeln analysiert wurden, zeigt die
bemerkenswert hohe Zahl von 2456 Eintr1gen eine Phos-
phationenbindung ohne Mitwirkung eines Metallions. Noch
bemerkenswerter ist die Tatsache, dass ein Drittel des Da-
tensatzes „Alle“ – n1mlich 1070 Strukturen – eine Phosphat-
ionenkomplexierung ohne Beteiligung eines Metallions oder
Gegenwart basischer (protonierter) Seitenketten von Arg-

oder Lys-Resten innerhalb des entscheidenden Abstandes f�r
H-Br�cken (< 3.2 Q) zeigt. Die Analyse der Aminos1uren-
verteilung in verschiedenen Klassen phosphatbindender
Enzyme (Oxidoreduktasen, Transferasen, Lyasen und Iso-
merasen) liefert sehr charakteristische Verteilungen der an
der Phosphatbindung beteiligten Aminos1uren, die man als
Fingerabdr�cke der verschiedenen Klassen betrachten kann.

Der Aufsatz endet mit Beispielen von Phosphatbindung
durch Proteinkinasen und Proteinphosphatasen, die zu den
interessantesten Targets der gegenw1rtigen Wirkstoffent-
wicklung geh=ren. W1hrend viele Proteinkinase-Inhibitoren,
die an die ATP-Bindungsstelle binden, die Triphosphat-Bin-
dungsstelle vermeiden, binden die meisten Proteinphospha-
tase-Inhibitoren an die Monophosphatbindungsstelle �ber
einen sauren Rest, der nach Deprotonierung das anionische
Phosphat imitiert. Da mehr als ein Drittel aller Phosphat-
bindungsstellen keine Metallionen oder basische (protonier-
te) Arg- oder Lys-Reste innerhalb des typischen Abstandes
f�r H-Br�cken enth1lt, scheint es, dass auch niedermoleku-
lare Wirkstoffe mit neutralen Substituenten in Betracht ge-
zogen werden sollten, um diese „neutralen“ Bindungstaschen
zumindest teilweise zu f�llen. Diese befinden sich h1ufig tief
im Innern des Proteins. Kleine heteroalicyclische oder hete-
roaromatische wirkstoff1hnliche Reste, die ausgedehnte H-
Br�cken-Acceptoreinheiten in der Peripherie aufweisen,
sollten besonders gut geeignet sein, um mit den konvergie-
renden H-Br�ckendonoren an der Phosphat-Erkennungs-
stelle zu wechselwirken. Man kann davon ausgehen, dass die
Gly-reichen Schleifen, die h1ufig die Bindungstaschen do-
minieren, ausreichend flexibel sind, um sich um solche Reste
zu winden. Wir testen gegenw1rtig in einem strukturbasierten
Ansatz diese Theorie der Bindung an die Gly-reiche Schleife
der ATP-Bindungsstelle von IspE mit kleinen H-Br�cken-
akzeptierenden Heterocyclen (Abbildung 6). Beispiele sol-
cher Heterocyclen, die in die Phosphatbindungstasche von
IspE modelliert sind, werden in den Hintergrundinformatio-
nen geliefert (Abbildung 11SI und Abbildung 12SI). Selbst
wenn eine Lys-Seitenkette an der Phosphatbindung beteiligt
ist, k=nnten neutrale Liganden geeignet sein, da sich Lys-
Seitenketten h1ufig in eine andere Position drehen k=nnen.
Nur wenn Arg-Seitenketten in die Phosphatbindungstasche
zeigen und ihre Ladung nicht durch einen nahe liegenden
Asp- oder Glu-Rest kompensiert wird, kann es schwierig sein,
die Phosphatbindungstasche mit neutralen Resten zu f�llen.
Man kann generell sagen, dass die Natur der Phosphatbin-
dungstasche stark von ihrer Lage abh1ngt: An der Oberfl1che
dominieren eher kationische Reste, w1hrend tief im Innern
neutrale Aminos1uren �berwiegen.

Dieser Aufsatz verdeutlicht den Wert einer detaillierten,
alle intermolekularen Wechselwirkungen zwischen individu-
ellen Atomen ber�cksichtigenden Untersuchung der Phos-
phatbindungstasche f�r die strukturbasierte Entwicklung und
Optimierung von Leitstrukturen; nur eine derartige, umfas-
sende Analyse erm=glicht es, alle M=glichkeiten f�r einen
innovativen Phosphatersatz zu nutzen.

In den Hintergrundinformationen finden sich S1ulendia-
gramme mit der Verteilung der an der molekularen Erken-
nung von Phosphaten beteiligten Aminos1uren, Vergleiche
der Gesamtzahl der Strukturen mit ausgew1hlten Unter-

Abbildung 15. Ausschnitt aus der R6ntgenkristallstruktur der Phospho-
serinphosphatase im Komplex mit O-phosphoryliertem l-Serin
(EC 3.1.3.3, PDB-Code: 1L7P, 1.90 D Aufl6sung).[79]

Molekulare Erkennung von Phosphaten
Angewandte

Chemie

355Angew. Chem. 2007, 119, 342 – 357 � 2007 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de

http://www.angewandte.de


gruppen und einzelnen Enzymklassen sowie ausgew1hlte
Beispiele f�r Phosphatbindungsstellen aus der RCSB-Prote-
indatenbank.

Diese Arbeit wurde von der ETH-Forschungskommission,
Hoffmann-La Roche AG, Basel, und Chugai Pharmaceuticals
unterst)tzt. Wir danken J7rg Klein, Christian Kramer und
Fabian Weibel f)r ihren wertvollen Beitrag zur PDB-Suche.
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