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Fhit-Proteins, einer Ap3A-Hydrolase**
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Elzbieta Starzynska und G. Michael Blackburn*

Die vor mehr als dreiûig Jahren entdeckten Diadenosinpo-
lyphosphate[1] sind ubiquitäre Bestandteile aller Zellen. Vor
kurzem wurde erkannt, daû Diadenosintriphosphat und
-tetraphosphat ± Ap3A bzw. Ap4A ± als Liganden des
Tumorsuppressorproteins Fhit groûe Bedeutung haben.[2a]

Fhit ist eine Ap3A-Hydrolase,[2b] deren Signalfunktion über
das Binden von ApnA gesteuert wird.[3] Wir interessieren uns
für spezifische Enzyme des Dinucleosidpolyphosphat-Kata-
bolismus,[2a, 4, 5] für die Chemie[6] dieser Verbindungen und für
Disubstratanaloga von Phosphoglycerat[7] und anderen Kina-
sen und stellen hier die Synthese neuartiger Disubstratana-

loga vor, die mit dem Übergangszustand der Ap4A-Hydrolyse
isopolar[8] sind.

Ein Kernproblem bei derartigen Bemühungen ist, daû die
negative Ladung eines linearen Disubstrat-Nucleotidana-
logons unvermeidlich geringer ist als die im Übergangszustand
der entsprechenden Phosphoryltransferreaktion. So wandelt
Adenylat-Kinase (AK) zwei ADP-Moleküle (Nettoladung
ÿ6) über einen trigonal-bipyramidalen Übergangszustand
der Ladung ÿ6 in AMP und ATP um. Das Disubstratana-
logon für diese Reaktion, Ap4A, hat eine Ladung von lediglich
ÿ4. Daher ist es nicht überraschend, daû Ap5A (Ki� 30 nm)
ein viel besserer Inhibitor von AK ist als Ap4A (Ki� 10 mm),[9]

wobei allerdings zu bedenken ist, daû die Konformation der
Phosphatkette ebenfalls zu diesem Unterschied beitragen
könnte. Analog spaltet Lupinen-Ap4A-Hydrolase Ap4A in
AMP und ATP über einen trigonal-bipyramidalen In-line-
Übergangszustand[10] der Ladung ÿ5. Daher sollte ein erfolg-
versprechender Zugang zu besseren auf Disubstratanaloga
basierenden Inhibitoren für viele Phosphoryltransferenzyme
die Nutzung von Pyrophosphatmimetika sein, die zusätzliche
negative Ladungen durch Verzweigungen statt durch eine
Verlängerung der Phosph(on)atkette integrieren. Vor kurzem
beschrieben wir die Synthese einiger derartiger supergelade-
ner Analoga von Pyrophosphorsäure (1, 5) und ihren Einbau
in ATP-Analoga[11] und berichten nun über ihren Einbau in
ADP- und Diadenosinpolyphosphat-Analoga und insbeson-
dere über die neuartige Verwendung der C3-symmetrischen
Verzweigungsstelle von Methantrisphosphonsäuren zur Er-
zeugung tripodaler Adenosinnucleotid-Analoga.

Diese Produkte unterscheiden sich bei der kompetitiven
Inhibierung von zwei Diadenosintriphosphat-Hydrolasen.
ApnA-Hydrolasen scheinen zumindest zwei evolutionäre
Gruppen zu umfassen. Das Produkt des menschlichen fhit-
Gens gehört zur Histidintriaden-Überfamilie[12a] der nucleo-
tidbindenden Proteine, zu der Homologe in Tieren und Pilzen
existieren. Andere ApnA-Hydrolasen sind mit mutT[12b] ver-
wandt und werden in allen Lebensformen gefunden. Da das
Fhit-Protein ein Tumorsuppressorprotein ist, das in der
Frühphase der Entwicklung von Epithelkarzinomen desak-
tiviert wird,[12c] es aber nicht das einzige Enzym ist, das Ap3A
spalten kann, besitzen neue chemische Bausteine, die zwi-
schen dem Fhit-Protein und anderen ApnA-Hydrolasen
differenzieren, ein groûes Potential in der Krebsdiagnostik.

Methantrisphosphonsäure 1 wurde von Gross et al. 1993
beschrieben.[13] Wesentliche Verbesserungen der damaligen
Synthesemethode ermöglichten uns inzwischen, auch Chlor-
und Fluormethantrisphosphonsäuren in brauchbaren Mengen
herzustellen.[14] Verbindung 1 wurde nach Poulter et al.[15]

leicht in das ADP-Analogon 2 und mit der Phosphormor-
pholidatprozedur von Khorana und Moffatt[16] in das ATP-
Analogon 3 überführt (Schema 1). Bei der Synthese von 3
wurde AMP-Morpholidat im Unterschuû eingesetzt, bei der
des Diadenosintetraphosphatanalogons 4 ± aus Chlormethan-
trisphosphonat 5 ± dagegen im Überschuû. Die beiden
primären Phosphonsäurefunktionen in 2 und 3 waren die
Angriffspunkte für eine doppelte Adenylierung mit einer
modifizierten Khorana-Moffatt-Prozedur in der Synthese von
zwei neuartigen tripodalen Nucleotidanaloga (7 bzw. 6 in
Schema 1). Die Reaktion des Tris-tri-n-butylammoniumsalzes
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Schema 1. Synthese der Nucleotidanaloga 2 ± 7. a) AMP-Morpholidat
(0.8 ¾quiv.), Tetrazol, Pyridin; b) AMP-Morpholidat (5 ¾quiv.), Tetrazol,
Pyridin; c) 5'-O-Tosyladenosin, MeCN; d) Überschuû an AMP-Morpholi-
dat, Pyridin; e) AMP-Morpholidat (2.2 ¾quiv.), Tetrazol, Pyridin. Gegen-
ion ist immer Tri-n-butylammonium. Ado� 5'-Adenosyl.

von 1 mit AMP-Morpholidat verlief äuûerst zäh, und es
wurde nach sieben Tagen nur eine geringe Menge des
erwünschten trisadenylierten Produkts 6 erhalten. Offensicht-
lich vollzog sich der Einbau der dritten Adenylatgruppe
extrem langsam, da das intermediäre ATP-Analogon 3 und
das Ap4A-Analogon 4 mit H statt Cl als Hauptprodukte
isoliert wurden. Tetrazol erwies sich jedoch als ausgezeichne-
ter Katalysator,[17] und die Reaktion war nach zwei Tagen
unter Bildung von 6 in 59 % Ausbeute beendet. Analog wurde
das Trisphosphonat 2 mit AMP-Morpholidat im Überschuû
unter Tetrazolkatalyse zum tripodalen Nucleotidanalogon 7
in 58 % Ausbeute umgesetzt. Dies sind die ersten Verbindun-
gen mit drei über einen Methantrisphosphonatkern verknüpf-
ten Adenylatgruppen.[18] Ihre pKa-Werte wurden bestimmt
und zeigen deutlich den positiven Einfluû der a-Halogenie-
rung auf die Acidität der bereits einfach deprotonierten
Phosphonsäuren (Tabelle 1).

Wir nahmen an, daû diese neuartigen Nucleotidanaloga
Substrate für ApnA-Hydrolasen sein könnten, die die P1,P2-
Pyrophosphatbindung in ApnA-Molekülen spalten.[5, 19] As-
says mit zwei asymmetrischen Ap4A-Hydrolasen ± einer aus
Lupinen[4] und einer rekombinanten Human-Ap4A-Hydrola-
se[20] ± zeigten, daû keines der Nucleotidanaloga als Substrat
fungierte, alle aber starke, nichtdiskriminierende Inhibitoren
dieser Ap4A-Hydrolasen waren (Daten nicht aufgeführt).
Allerdings inhibierten diese Analoga die Aktivität einer
Adenosin-5'-tetraphosphat-Hydrolase aus Lupinen nicht.[21]

Daraufhin untersuchten wir Mitglieder zweier verschiedener
Klassen von Ap3A-Hydrolasen (EC 3.6.1.29), das Fhit-Pro-
tein und eine Ap3A-Hydrolase aus den Samen gelber
Lupinen.[22] Die Testnucleotide wurden nicht hydrolysiert
und inhibierten diese zwei Enzyme in sehr unterschiedlicher
Weise (Abbildung 1).

Methantrisphosphonat 1 sowie seine Chlor- 5 und Fluorde-
rivate (5 mit F statt Cl) inhibieren das Human-Fhit-Protein
nicht meûbar, sind aber starke Inhibitoren des Lupinen-
Enzyms: Die Ki-Werte liegen in der gleichen Gröûenordnung
wie der Km-Wert für Ap3A (1.2 mm, Tabelle 1).[23] Im Gegen-
satz dazu inhibieren die meisten adenylierten Polyphos-
ph(on)ate das Fhit-Protein stark und kompetitiv mit Ki-
Werten ähnlich[3b] dem Km-Wert für Ap3A (1.9 mm), während
sie als Inhibitoren für das Lupinen-Enzym weniger wirksam
sind (Tabelle 1). Der gröûte Anteil am Unterschied der
Inhibierungskonstanten für diese zwei Hydrolasen entstammt
offenbar einer gegenläufigen Ladungsabhängigkeit bei der
Ligandenbindung. Die kompetitive Hemmung des Fhit-Pro-
teins zeigt eine ziemlich gute Gibbs-Energie-Beziehung mit
der negativen Ladung von fünf Adenosinphosphonatanaloga,
solange mindestens eine Adenosingruppe für die Bindung zur
Verfügung steht (Abbildung 1 a). Diese Bedingung entspricht
den Ergebnissen von Röntgenstrukturanalysen zweier Dia-
stereomere von 5',5'''-Diadenosyl-P1-thio-P2,P3-methylentris-
phosphat, die jeweils mit dem Wildtyp und mit einem an der
Bindungsstelle mutierten Fhit-Protein-Typ komplexiert wa-
ren. In beiden Fällen befindet sich ein Adenosinrest in einer
tiefen Spalte, während der zweite Oberflächenkontakt mit
dem umgebenden Lösungsmittel hat.[3b] Im Gegensatz dazu
sind die stärksten Inhibitoren des Lupinen-Enzyms jene drei
Methantrisphosphonsäuren, die keinen Adenosinrest tragen.
Darüber hinaus läût sich eine wenn auch wenig ausgeprägte
Korrelation zwischen einer steigenden Ladung am Inhibitor

Tabelle 1. pKa-Werte, Inhibierungskonstanten und berechnete Nettoladungen für die Inhibierung des Human-Fhit-Proteins und der Ap3A-Hydrolase aus
gelben Lupinen durch eine Reihe von Methantrisphosphonaten und ihre Adenosinnucleotidanaloga.[a]

Inhibitor pKa Human-Fhit-Protein Lupinen-Ap3A-Hydrolase dP

Ki [mm] Nettoladung
bei pH 6.9

Ki [mm] Nettoladung
bei pH 8.2

in D2O, pD 7

PCF(P)P 5, F statt Cl pKa4,5 5.77, 8.86 n.b. 3.93 1.0 4.18 8.89; s
PCCl(P)P 5 pKa4,5 5.92, 9.08 n.b. 3.91 1.0 4.12 11.42; s
PCH(P)P 1 pKa4,5 6.46, 9.90 n.b. 3.74 1.3 3.98 13.17; s
AdoPCH(P)P 2 pKa4 7.48 18.3 3.21 6.1 3.84 15.15, 12.94; ABB'
AdoPPCH(P)P 3 pKa5 7.50 4.0 4.20 2.8 4.83 13.23, 7.85, ÿ9.41; AA'MX[11]

AdoPPCCl(P)PPAdo 4 pKa6 8.86 1.9 5.01 16.2 5.18 8.18, 3.75, 1.36, ÿ9.33; AA'MM'X
AdoPCH(PPAdo)2 7 k.¾. 1.2 5.00 3.0 5.00 13.48, 5.08, ÿ9.78; AA'MM'X
(AdoPP)3CH 6 k.¾. 0.4 6.00 5.4 6.00 5.22, ÿ9.46; AA'A¹XX'Xª

[a] Die pKa-Werte wurden im Bereich 3.5< pH< 10.5 gemessen. k.¾.: keine ¾nderung der Ionisierung in diesem pH-Bereich; n.b.: keine Inhibierung
bestimmbar bei einer Inhibitorkonzentration von 200 mm oder weniger. Jedes Enzym wurde bei dem pH-Wert untersucht, bei dem es seine gröûte Aktivität
zeigte.
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Abbildung 1. Gibbs-Energie-Beziehungen von lgKi gegen die Ladung z
des Inhibitors für die Bindung einer Reihe von Trisphosphonaten und ihren
Nucleotidanaloga an Ap3A-Hydrolasen. a) Human-Fhit-Protein, b) Ap3A-
Hydrolase aus den Samen gelber Lupinen. Die Ki-Werte sind in mm
angegeben. Die Ladungen wurden aus den pKa-Werten (Tabelle 1) beim
pH-Optimum der Enzymaktivität (Fhit-Protein: pH 6.9; Ap3A-Hydrolase
aus Lupinen: pH 8.2) berechnet. Die Funktionen der Ausgleichsgeraden
mit den R2-Werten sind ebenfalls angegeben.

und einer abnehmenden Affinität für das Lupinen-Enzym
erkennen (Abbildung 1 b).

Mit diesen neuartigen tripodalen Adeninnucleotiden ge-
lang es erstmals, das Human-Fhit-Protein neben einer alter-
nativen Ap3A-Hydrolase mit einer mehr als zehnfachen
Selektivität zu inhibieren (Tabelle 1). Die Bestimmung des
Fhit-Protein-Spiegels ist ein wichtiges Problem der Krebs-
forschung, das gegenwärtig durch die Aktivität von Enzymen
anderer Klassen, die Ap3A spalten, erschwert wird. Aus
diesem Grund werden Fhit-selektive Inhibitoren wie 4 und 6
wertvoll für die Fhit-Diagnose sein, während die Nicht-
nucleotid-Spezies 1 und 5 wegen ihrer mehr als tausendfachen
Selektivität bei der kompetitiven Inhibierung des Lupinen-
Enzyms eine komplementäre Rolle bei der Inhibierung
verwandter Ap3A-Hydrolysen in menschlichen Zellen spielen
könnten. Diese differenzierende Selektivität sollte die Ver-
bindungen zu wertvollen Werkzeugen für die weitere Unter-
suchung von Ap3A-Hydrolasen und ihrer Beziehung zur
Tumorsuppression machen.

Experimentelles

Enzymassays: Die Inhibitoreigenschaften der supergeladenen Phosphona-
te wurden in einer Inkubierungsmischung bestimmt (Endvolumen
0.050 mL), die entweder 50mm Mes/KOH, pH 6.9 (pH-Optimum des

Human-Fhit-Proteins) oder 50mm Hepes/KOH, pH 8.2 (pH-Optimum der
Lupinen-Ap3A-Hydrolase) sowie 0.1 mm Dithiothreit, 0.1 mm [3H]-Ap3A
(etwa 400 000 cpm), 1mm MgCl2, 1 % Glycerin, 0.1 mg Rinderserumalbu-
min pro mL, das Inhibitorphosphonat in unterschiedlichen Konzentratio-
nen und das Enzym im Unterschuû enthielt. Inkubiert wurde bei 30 8C. Zur
Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeit wurden 0.005-mL-Aliquote zu
festgelegten Zeiten (5, 10, 15 und 20 min) entnommen und auf Aluminium-
DC-Platten mit Kieselgel und Fluoreszenzindikator (Merck) aufgetragen.
Danach wurde ein ADP-Standard zugefügt und die Chromatogramme in
Dioxan/Ammoniak/Wasser (6/1/4) entwickelt. Die ADP-Höfe wurden
ausgeschnitten und ihre Radioaktivität gemessen. Die Ki-Werte wurden
aus Dixon-Auftragungen berechnet.

Enzympräparation: Das Human-Fhit-Protein wurde in Escherichia coli wie
beschrieben[3a] überexprimiert. Die Reinigung aus dem bakteriellen
Rohextrakt bestand aus Ammoniumsulfat-Fraktionierung, Ionenaus-
tauschchromatographie an DEAE-Sephacel, Gelfiltration an Sepha-
dex G-100 und Affinitätschromatographie mit immobilisierten Metall-
ionen an TALON-Harz (Clonetech), von dem das adsorbierte Protein mit
Imidazol (50 mm) eluiert wurde. Homogene Dinucleosidtriphosphat-
Hydrolase aus den Samen gelber Lupinen wurde wie beschrieben[22]

erhalten.
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Ein neuartiger CoII-Komplex als spezifisches
Reagens für DNA-Ausbuchtungen**
Chien-Chung Cheng,* Yen-Ning Kuo, Kuo-Shen
Chuang, Chi-Fong Luo und Wen Jwu Wang*

Ausbuchtungen (¹bulgesª) in Nucleinsäuren sind entschei-
dende Strukturmerkmale für deren Erkennung durch Nu-
cleinsäure-bindende Proteine in biologischen Systemen.[1]

Trotz der Bedeutung von DNA-Ausbuchtungen sind nur
von wenigen detaillierte Strukturinformationen verfügbar;[2]

vermutlich deswegen, weil derartige Strukturen weniger stabil
sind. Die Schmelztemperatur von DNA mit einer Ausbuch-
tung, die von einer einzigen zusätzlichen Base verursacht
wird, ist gegenüber der einer entsprechenden DNA, deren
Struktur ausschlieûlich Watson-Crick-Basenpaare enthält, um
2.0 ± 3.6 8C verringert.[3]

Zwar wurden zahlreiche synthetische chemische Nucleasen
entwickelt, um DNA/RNA-Strukturen zu untersuchen.[4]

Dennoch gibt es immer noch sehr wenige spezifische Rea-
gentien für Ausbuchtungen in DNA. Bei zwei Arten von auf

DNA-Ebene wirkenden Antitumor-Wirkstoffen, dem Neo-
carzinostatin-Chromophor (NCS-C) und Bleomycin (BLM),
wurde kürzlich nachgewiesen, daû sie einen DNA-Strang-
bruch in der Nähe der Ausbuchtung bevorzugt erkennen.[5]

Ebenso ist von DNA-Intercalatoren wie Ethidium-
bromid[6] und [Pt(terpy)(het)]� (het� ¹2-Hydroxy-
ethanthiolª�2-Sulfanylethanol, terpy� 2,2':6',2''-Terpyri-
din)[7] bekannt, daû sie spezifisch an Ausbuchtungen von
Nucleinsäuren binden.[6] Diese Ver-
bindungen binden allerdings so stark
an die doppelsträngigen Domänen der
DNA, daû sie eine ¾nderung der
DNA-Konformation an der Bindungs-
stelle hervorrufen. Wir berichten hier
über den neuartigen, oktaedrischen
CoII-Komplex [CoII(tfa)2(happ)]
(tfa�Trifluoracetat), der ein spezifi-
sches Reagens für DNA-Ausbuchtun-
gen ist, da er solche Strukturen gezielt oxidativ spalten kann.
Dieser Komplex bietet auch den Vorteil einer nur geringen
Affinität für doppelsträngige DNA. Auûerdem weist er keine
Spaltungsaktivität bezüglich einzelsträngiger DNA auf.

Die Herstellung des happ-Liganden erfolgte nach einer
abgewandelten Vorschrift[8] zur Kondensation zweier Mole-
küle 2,9-Dichlor-1,10-phenanthrolin unterhalb von 200 8C im
Ammoniakstrom.[9] Die CoII-Komplexe des happ-Liganden
wurden durch dessen Umsetzung mit Cobalt(ii)-acetat in
Trifluoressigsäure (TFA)/MeOH hergestellt. Aus der Struktur
des Komplexes [CoII(tfa)2(happ)] im Kristall (Abbildung 1)
wird deutlich, daû der Komplex zwei verknüpfte 1,10-
Phenanthrolin-Einheiten enthält. Dabei kommen alle vier
Pyridin-Stickstoffatome auf derselben Koordinationsebene zu
liegen, und die beiden labilen tfa-Liganden sind axial ange-
ordnet.[10] Die durchschnittliche Co-N-Bindungslänge beträgt
ca. 1.86 �. Aus dem EPR-Spektrum des CoII-Komplexes
wurde ein durchschnittlicher g-Wert von 2.005 ± 2.331 in
Methanol ermittelt, ein Hinweis auf einen oktaedrischen
CoII-Komplex. Die Zugabe eines ¾quivalents Pyridin führt zu
einem schnellen Austausch eines der axialen TFA-Liganden
unter Standard-Laborbedingungen, wie sich EPR-spektro-
skopisch verfolgen lieû. Die tfa-Liganden sind demzufolge
labil bezüglich einer Substitution durch Nucleophile.

Vom 1,10-Phenanthrolin(phen)-Liganden des tetraedri-
schen Komplexes [CuI(phen)2] ist bekannt, daû er in die
DNA intercaliert. Daher kann diese Eigenschaft auch von
[CoII(tfa)2(happ)] erwartet werden, der ebenfalls diesen
planaren, makrocyclischen Liganden enthält. In Anwesenheit
von H2O2 und unter Bedingungen, die nicht zur Spaltung
führen (siehe unten), gab es aber weder beim Topoisomerase-
I-Assay[11] Anzeichen für eine Entwindung der DNA, die
durch eine Intercalation in die DNA verursacht wird, noch
wurden beim Mobilitätsänderungs-Assay unter nichtdenatu-
rierenden Bedingungen Hinweise auf hochmolekulare Ban-
den in der Polyacrylamidgel-Elektrophorese (PAGE) gefun-
den, die den [CoII(happ)]2�-DNA-Addukten zuzuordnen
wären. Ferner wies die Schmelztemperatur Tm von Kalbsthy-
mus-DNA (60 mm bezogen auf ein einzelnes Nucleotid), die
mit [CoII(happ)]2� (8 mm) inkubiert worden war, nur eine
mäûige ¾nderung von 0.5 ± 1.0 8C auf. Unter ähnlichen
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