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Bei unseren Untersuchungen iiber das PEP-ab-
hingige Phosphotransferasesystem von Staphylo-
coccus aureus [ 1] bemithten wir uns um eine einfache
Synthese von 32P-markiertem Phosphoenolpyruvat
(32PEP).

Die gebriuchlichen Darstellungsverfahren von PEP
erfordern fliichtige Phosphorylierungsmittel wie
POCl; [2, 3] oder Trimethylphosphit [4], die als
32P.markierte Verbindungen unangenehm zu hand-
haben und wesentlich teurer als 32P-Orthophosphat
sind.

Das UlUlUElbbllC DalbwhuugS'v'eIfalucu lJJ N das die
Isolierung von Mitochondrien mit intakter oxydativer
Phosphorylierung erfordert, benutzt als Phosphatdonor
zwar 3?PO,H,, ist jedoch umsténdlich und liefert
32PEP von geringer spezifischer Aktivitit.

Im folgenden beschreiben wir eine einfache chemi-

sche Synthese von 32PEP unter Verwendung von 2P0}

p'\;hluuuut.ubautc Wlld lllll. Ol I..llUPllUbPlldl. lll
Gegenwart von Trichloracetonitril und iberschiissigem
Didthylamin in DMSO phosphoryliert analog dem
Phosphorylierungsverfahren fiir Nukleoside [6].
Unter diesen Bedingungen erfolgt offenbar die
Eliminierung von HCI aus phosphorylierter §-Chlor-
milchsaure unter Bildung von 3?PEP, Das gebildete
rl Uuul\l \ﬂuaucu l.C / U/O UCLUBCII auf CillsCWtLlCa
32P03') hat dieselbe elektrophoretische Beweglichkeit
wie PEP phosphoryliert ADP zu ATP in Gegenwart
von Pyruvatkinase, und ist Phosphatdonor im PEP-
abhingigen Phosphotransferasesystem von S. aureus.
Die beiden enzymatischen Reaktionen identifizieren
das Phosphorylierungsprodukt als PEP.
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1 uMol Orthophosphorsaure, die gewiinschte
Menge trigerfreie 32P-markierte Phosphosiure
waio) nnd SN u\',{nl RO hlarmileh,

chlar Ry ~h
{(Buchler, Braunschweig) und 50 BLChlormilch-
saure (Sigma Chemical Company) wurden dreimal
unter Feuchtigkeitsausschluss mit absolutem Acetoni-
tril zur Trockene eingedampft. Dann wurde das
Gemisch in 0.5 ml trockenem Dimethylsulfoxid geldst,
mit 300 uMol trockenem Tridthylamin und 40 uM
Trichloracetonitril versetzt und 2 hr bei 37° inkubiert.
Danach wurde die Reaktion durch Zufiigen von 1 ml
H,0 gestoppt. Das Reaktionsgemisch wurde papier-
elektrophoretisch ausgetrennt. (Papier: Macherey und
Nagel, 827 35 X 40 ¢cm; Puffer: 0.05 M Tridthyl-
ammoniumacetat pH 4.5; Pherograph nach Wieland
und Pfleiderer). Die radioaktiven Zonen wurden durch
Autoradiographie lokalisiert, die PEP haltige Bande

lllll VV dad>dTl ClUlUl l. UHU ficu uaumcu ﬂubUCULC
bezogen auf 32PO}": 70%. Zur Erhdhung der spez.
Aktivitit kann die Menge an Orthophosphorsiure
verringert werden.
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