
Bindungen in isolierten Molekulen nicht standig grooer wer- 
den soll. 
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Untersuchungen der mitochondrialen Adeninnucleotid-Translokation mit 
Nucleotidanaloga 

Von Eckhard Schlimme, Karl Siegfried Boos, Dub0 Bojanovski und Joachim Lustorff[*l 

ATP und ADP werden mit Hilfe eines Carriers (Translokators) durch die innere Membran 
der Mitochondrien befordert. Dieser Carrier ist ein in die innere Membran integriertes Lipopro- 
tein. Der Durchtritt der Adeninnucleotide vollzieht sich in zwei Stufen : der spezifischen Bindung 
und dem eigentlichen Transport. An Substratanaloga mit modifiziertem Adenin-, Phosphat- 
oder Riboseteil llBt sich prufen, welche Struktureigenschaften des Substrats fur Bindung und 
Transport erforderlich sind. 

1. Physiologische Bedeutung des Adeninnucleotid- 
Carriers 

Vorgange an Membranen sind fur die Funktionsfahigkeit 
lebender Systeme von zentraler Bedeutung. Von besonderem 
~~~ 

[*] Prof. Dr. E. Schlimme, Dipl.-Biochem. K. S. Boos 
Laboratorium fur Biologische Chemie im Fachbereich Naturwissenschaf- 
ten der Universitat - Gesamthochschule ~ 

Warburger StraBe 100, Bauteil J, D-4790 Paderborn 
Dr. D. Bojanovski, Dr. J. Liistorff 
Institiit fur Klinische Biochemie und Physiologische Chemie der Medirini- 
schen Hochschule Hannover 

Interesse ist dabei der Stofftransport. So ist der Transfer der 
Adeninnucleotide Adenosin-5’-O-triphosphat (ATP) und Ade- 
nosin-5’-0-diphosphat (ADP) durch die innere Membran der 
Mitochondrien (Abb. 1 a) der physiologische SchliisselprozeB 

NH2 

( I ) .  A D P ,  R = OH 

fl 
HO HO 12), A T P ,  R = 0-P-OH ++ 

HO OH 

1 
OH 
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im Energiestoffwechsel der aeroben Zelle. (Die auI3ere Mem- 
bran ist fur niedermolekulare Stoffe durchlassig und kann 
hier auI3er Betracht bleiben.) Bei diesem Transport[' -41 wird 
ADP von der Cytosol- zur Matrixseite befordert, d. h. von 
,,auIJen" nach ,,innen". In den Mitochondrien verlauft die 
oxidative Phosphorylierung gemaI3 

ADP+MonophosphateATP+H20 

Durch diesen Phosphorylierungsprozen wird die in zahlreichen 
katabolen Reaktionen freigesetzte Energie (Endoxidation) 
iiber die Atmungskette im ATP ,,chemisch gespeichert". Kata- 

krekatsaure, eine lipophile Tricarbonsaure aus Pseudomonas 
cocouenenans, das Transportsystem vornehmlich auf der Ma- 
trixseite hemmt (Ko= lo-' mo1/1)[2. '1. Weitere Inhibitoren 
sind langkettige Acyl-Coenzym-A-ester, vor allem Palmityl- 
Coenzyni A[12 "1. Ihre inhibierende Wirkung ist moglicher- 
weise physiologisch fur die Steuerung der Translokation be- 
deutsam. 

Die Wirkungsweise der Inhibitoren wies auf einen aktiven 
Transport mit Hilfe eines Carriers hin. Dieses Molekul, welches 
isoliert und charakterisiert werden konnte[" 291, ist integraler 
Bestandteil der inneren Membran (siehe Abschnitt 2). Der 
Anteil des Translokators am mitochondrialen Gesamtprotein 

Abb. I  a. Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Mitochondrions aus einer Zelle des Gallenblasenepithcl\ dsi- Maus. AuRei-e und 
innere Meinbran schliel3en den Intermeinbranraum ein, die innere - mit vielen Einbuchtungen (Cristae) versehene - Membran den 
Matrixraum. Das Mitochondrion ist vom Cytosol umgeben. Der eingerahmte Teil in der Abbildung ist ein Abschnitt der inneren 
Membran (siehe dam Abb. I b) (Aufnahme: Prof. Ewico Reale, Medirinische Hochschule Hannover, Abtellung Elektronenmikro- 
skopie) 

a u k r e  innere 
Membran Membran 

Intermembranraum 

1 

3 ;1 Aunenseite 

Cytosol 

Abb. I  b Schematisierter Ausschnitt der inneren Membran. I : Carrier-abhin- 
gige (speiifische) Bindung von ATP und ADP auf der AuBen-(Cytosol-)seite 
der Membran, Inhibitor ist Atractylosid; 2: Carrier-abh2ngige (spezifische) 
Bindung von ATP und ADP auf der Innen-(Matrix-)seite der Membran, 
Inhibitor ist Bongkrekatsiure; 3 ,  Carrier-unabhingige (unspezifische) Bin- 
dung \on  ATP und ADP auf der AuRen-(Cytosol-)seite der Membran, durch 
Ati actylosid nicht hemmbar. 

lysiert wird diese Reaktion von der mit der Atmungskette 
gekoppelten ATP-Synthetase (FI -ATPase)F5. '1, die auf der Ma- 
trixseite der inneren Membran lokalisiert ist. Im Gegenaus- 
tausch wird dann ATP von der Matrix- zur Cytosolseite 
transportiert, d. h. von ,,innen" nach ,,auRen". Es findet somit 
ein Substrat/Produkt-Austausch durch die Membran statt. 

Der Transport durch die Membran kann durch Inhibitoren 
spezifisch unterbunden werden (Abb. 1 b). Atractylosid['I und 
Carboxyatractylosid, zwei cyclische Triterpenglykoside aus 
Atructjdis qummifera, blockieren das Transportsystem auf der 
Cytosolseite(Koz 10-'-10-* mo1/1)[2'3.8-11], wihrend Bong- 

betragt etwa 10 % [ 1 9 - 2 9 1 .  Einige Kenndaten dieses Transfersy- 
stems sind in Tabelle 1 zusammengestellt. 

Der Adeninnucleotidcarrier transferiert ADP bevorzugt ge- 
geniiber ATP von der Cytosol- zur MatrixseiteL'. '1, dem Ort 

Tabelle I 
lokators in situ. 

MicI iur l is-Mrf~ten-Ko~~sra~itr  ( K v )  [30-331 

K M  (ADP extramitochondrial, 2-5°C): IO~irnol/l 
K M  (ATP extramitochondrial. 2-5°C): 1- 150pmol/l [a] 

Mol-rnlole ~ u f ~ s l o k o r i ~ ~ r ~ r y e s r h ~ i n i l i ~ ~ h e i r  V 

[pmol min - '  pro g mitochondr~ales Protein] [30-331 
V(ADP): 5(2"C), 20i5"C) 
V(ATP): 2(2"C). 7(5"C) 

Wechdzoh l  ( r i r rnocer )  [2, 341 

4&60 min ~ ' (2°C) 
160&2000 min-l  (20°C) 

Einige Kenndaten des mitochondrialen Adeninnucleotid-Trails- 

~~~~~~~~~ - - ~ ~  ~ ... ~~~ ~ ~ 

Aktii.irrirri~serirI.yie [30, 311 

unter 10°C: 176 kJ/mol 
uber 10°C: 69 kJ/mol 

Eipoloyi\chr b'e/~~riile 

2 x 10' ' Translokatormolekiile pro em2 Oberfliche (innere Mitochondrien- 
membran) [34] 
Molares Verhaltnis Translokator : Cytochrom a :  1.5-2.0: 1 (Rattenlebermito- 
chondrien): 2.5-3.0: I (Rattenherzm~tochondrien) [2] 

[a] Abhiingig vom Energiezustand des Mitochondrions [32]. 
~~~ ~~ .- ~ . ~~ 
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der ATP-Synthese, wahrend in umgekehrter Richtung offenbar 
eine ATP-Praferenz b e ~ t e h t [ ~ ~ .  361. Das Translokationssystem 
arbeitet somit asymmetrisch; die Asymmetrie beruht auf der 
unterschiedlichen Konformation des Carriers bei seiner Orien- 
tierung zur Cytosol- (,,c-Zustand") und zur Matrixseite (,,m- 
Zustand") der Membran[26.28]. 

Diese Eigenschaft des Carriersystems garantiert eine schnel- 
le Nachregulierung vor allem des ATP-Spiegels im Cytosol. 
Die Aufrechterhaltung einer konstanten ATP-Konzentration 
1st Voraussetzung fur einen storungsfreien Ablauf energiever- 
brauchender zellularer Vorgange. Diese sind entweder direkt 
rnit ATP als Energieubertrager gekoppelt oder mit anderen 
Nucleosidtriphosphaten (GTP, ITP, CTP, UTP), zu deren Syn- 
these wiederum ATP als Phosphorylgruppenubertrager 
benotigt wird. Treibende Kraft des jeweiligen Prozesses ist 
die freie Energie der Hydrolyse der Nucleosidtriphosphate. 
Unter Standardbedingungen (und bei pH = 7.0) betragt AG 
fur die Hydrolyse von ATP - 30.7 kJ/mol; dieser Wert kann 
unter zellularen Bedingungen stark vom Standardwert abwei- 
chen und auch zwischen den einzelnen Zellkompartimenten 
variieren. 

Neben der Funktion als zentraler Energieubertrager der 
Zelle erfullen Adeninnucleotide als allosterische Effektoren 
eine wichtige Aufgabe fur die Regulation des Zellstoffwechsels 
und sind dariiber hinaus Substrate fur anabole Prozesse. 

2. Struktur und Arbeitsweise des Carriers 

Methoden zur Isolierung und in-vitro-Charakterisierung des 
mitochondrialen Adeninnucleotidcarriers wurden in den letz- 
ten Jahren in einigen Arbeitskreisen unabhangig voneinander 

Nach den experimentellen Befunden ist das aus der inneren 
Membran von Herz- und Lebermitochondrien isolierte Ma- 

entwicke]t[20.21.24.25,27] . T abelle 2 gibt eine Ubersicht. 

kromolekul (MG 29 000 bzw. 26000) als Substrat- sowie Inhibi- 
tor-bindende Komponente wesentlicher Strukturbestandteil 
des Adeninnucleotidcarriers. Wahrscheinlich ist die dimere 
Form des isolierten Makromolekiils[21. 2 3 * 2 6 * 2 7 1  der aktive 
CarrierIz6I. Seine Translokationsaktivitat wird entscheidend 
durch Wechselwirkungen mit der hydrophoben Lipidumge- 
bung gepragt. Der Carrier ist ein Lipoprotein[273 3 7 3  381 folgen- 
der Zusammensetzung: Protein (85 %), Phospholipide (14 %) 
und Triglyceride (1 %)Iz7, 381; Rontgen-Kleinwinkelmessungen 
am isolierten M a k r ~ m o l e k i i l [ ~ ~ ~  weisen auf eine membran- 
uberbruckende Struktur hin mit einer maximalen Lange von 
7.3 nm und einem Querschnittsradius von 3.1 nm. 

Die von diesem Carriersystem (C) katalysierte Transloka- 
tion der Substrate (S) ATP und ADP vollzieht sich in einer 
Reaktionsfolge der Art 

s, + c=s,c* cs, +c + si 

Auf beiden Seiten der Membran (a= auI3en; i =innen) finden 
Assoziations- oder Dissoziationsreaktionen statt. Der Sub- 
strattransport in der Membran kann prinzipiell auf zwei We- 
gen erfolgen. Zum einen kann der Nucleotid-Carrier-Komplex 
in der Membran rotieren (Rotationsmechanismus), wodurch 
das Nucleotid auf die andere Seite der Membran gelangt. 
Zum anderen kann das Nucleotid durch eine Konformations- 
anderung des Nucleotid-Carrier-Komplexes von der einen 
zur anderen Seite der Membran durch einen Kana1 (Poren- 
mechanismus) transferiert werden. Beide Prozesse sind ener- 

brantransferreaktiot~en[~~ - 441 sowie die bisherigen Kennt- 
nisse iiber die Struktur des mitochondrialen Adeninnucleotid- 
carrierd2' -29 ,  38 -411 sprechen fur einen ,,Porenmechanismus" 
beim Transport von ATP und ADP durch die innere 
Mitochondrienmembran. 

gieabhgngig[26.2% 4% 411 . G enerelle Vorstellungen uber Mem- 

Tabelle 2. Zur lsolierung und Charakterisierung des rnitochondrialen Adeninnucleotid-Translokators. 

Losungsmittel Isolierungstechnik Molekulargewicht Charakterisierung Lit. 

Herstnrruchotidrien ( R i n d )  

Cholat Ammoniumsulfat- 
fraktionierung 

29 000 Einbau des isolierten Proteins 
in Phospholipidvesikel: dabei 
Rekonstitution der Austausch- 
aktivitat fur ATP und ADP 

Triton X 100 Losen der Mitochon- 29000 Bindung von Carboxyatrac- [22, 24.26, 281 
drien nach Carboxyatracty- tylosid: Carboxyatractylosid spe- 
Bindung von losid-bindendes zifisch durch Bongkrekatsaure und 
Carboxyatractylosid; Protein: ADP austauschbar; immunologische 
Saulenchromatographie MG 55000 Differenzierung der c- und m-Kon- 
uber Hydroxylapatit (Dimer) formationen des Translokators 
und Agarose 

Lrbrrmrrochuridrirn ( Ratte)  

Brij 56 Losliche Protein- 
fraktion im Aus- 
schluflvolumen von 
Sephadex G 25 

Atractylosid-ernpfindliche Bin- 
dung yon ADP 

Triton X 100. Affinitatschroma- 
Emulphogen tographie uber Atrac- 
BC 720 tylosid-Agarose 

50000 bis 60000 Bindung von Atractylosid 

Na-Dodecyl- AffinitPtschroma- 
sulfat tographie uber 

Carboxyatracty- 
losid-Agarose 

26000 Bindung von Atractylosid [23. 271 

60000 (Dimer) 
sowie Hemmung der ATPiADP-Translo- 
kation mit Antikorpern des isolier- 
ten Translokator-Proteins in Digito- 
ninpdrtikeln 
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3. Substratspezifitat des Carriers 

Das Carriersystem ist hochspezifisch fur ATP und ADP. 
Die naturlich vorkommenden Ribo- und Desoxyribonucleo- 
sid-5’-O-tri(di)phosphate des Guanins ( 3 ) ,  GTP, GDP und 
dGTP, dGDP, des Hypoxanthins (4) ,  ITP, IDP und dITP, 
dIDP, des Uracils, UTP, UDP und des Thymins dTTP, dTDP 
und des Cytidins, CTP, CDP und dCTP, dCDP, sind keine 

?H 

HN N N 
I I  

H H  

Substrate fur 

0 

OH 

den mitochondrialen Nucleotid-Trans- 
port[’, 2 0 * 4 5 1 .  Diese Befunde stellen nochmals die bereits ge- 

Tabelle 3.  Substrate und basenmodifizierte Substratanaloga vom Typ 

Base 
H-(P03H),-Ribose 

nannte Aufgabe des ATP als intermediarer Phosphorylgrup- 
penubertrager der aeroben Zelle heraus. 

Zur Erfassung der Wechselwirkungen zwischen Nucleotid 
und membranintegriertem Carrier sind - wie auf dem Gebiet 
enzymkatalysierter R e a k t i ~ n e n c ~ ~ .  471 - Substratanaloga be- 
sonders geeignet. Vor allem sind es solche Analoga, die vom 
Carriermolekul zwar gebunden, aber nicht transportiert wer- 
den konnen. Mit derartigen Analoga wird die Zweistufigkeit 
des Prozesses (Bindung und Transport) experimentell nach- 
prufbar; auoerdem kann gezeigt werden, welche strukturel- 
len[48, 491 Eigenschaften des Adeninnucleotidmolekuls fur die 
spezifische Bindung (erster Schritt) und welche moglicherweise 
zusatzlich fur die Auslosung des Transfers (zweiter Schritt) 
erforderlich sind. 

3.1. Basenmodifizierte Substratanaloga 

Ein Austausch des Adenins ( 5 )  im Nucleotid-tri(di)phos- 
phat durch andere Purin- und Pyrimidinbasen fuhrt, wie bereits 
erwahnt, zum Verlust der spezifischen Bindung an den Carrier. 

NH, NH 

Der Grund mag neben der unterschiedlichen Substitution 
auch die Elektronenverteilung in den heterocyclischen Syste- 
men sein. Guanin (3) und Hypoxanthin ( 4 )  liegen in waRriger 

Nucleotid Konformation Translokator Bemerkungen 
Base n (vgl. Abb. 2) Bindung Transportge- 

[%I 1.3 schwindigkeit [b] 

50 161-641 0.6 161, 621, (6) ist kein Substrat der oxidativen Phosphorylierung 
[49, 631. (6)  und (8) sind Substrate des CF1-Kopp- 
lungsfaktors der Pbotophosphorylierung in Chloropla- 
sten 1661 

- 163% 641 [cl 

+ [67, 681 [67]. + [68] ( 1 1 )  wird von F1-ATPase dephosphoryliert [68]. ( 1 0 )  
ist Substrat des CF1-Kopplungsfaktors [69] 

- ~ 4 8 1  

- 1721 

( 1 2 )  ist kein Substrat in der Photophosphorylierungs- 
reaktion [66]. ( 1 4 )  und ( 1 5 )  zeigen lichtabhangige irre- 
versible Bindung an den Translokator und blockieren 
den ATP/ADP-Austausch [72] 

+ ~ 7 2 1  

1 / 2 1  

3 .  R = N3 

[a] Unter Sattigungsbedingungen (5°C) mit 1,6pmol pro g mitochondriales Protein = 100%. + bedeutet: wird gebunden; - bedeutet: wird nicht gebunden. 
[b] Maximale Translokationsgeschwindigkeit fur extern angebotene Nucleotide (5°C) [pmol min- 
portiert; - bedeutet : wird nicht transportiert. 
[c] Ergebnisse beruhen nicht auf Messungen mit radioaktiv markierten Analoga. 

pro g mitochondriales Protein]. + bedeutet: wird trans- 
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Losung in der Lactamform ( 3  b )  bzw. ( 4 a )  vor, Adenin hinge- 
gen in der Aminoform ( 5  a)[”,  ”]. Wegen der Lage der Tauto- 
meriegleichgewichte und der Ionisierung in waBriger Phase 
(pK,-Werte)[”. ‘1 bestehen groBe physikalische Unterschiede 
zwischen Adenin einerseits und Guanin und Hypoxanthin 
andererseits. 

90” 

- 90. 
Abb. 2a. Die Position der Purinbase relativ zum Zucker wird durch den 
Torsionswinkel 41 (Ol’-Cl’-N9-C8) beschrieben (vgl. Abb. 3a). Die Base 
kann syn- oder unfi-Konformation einnehmen, wobei der Winkel c$ fur eine 
syn-Konformation mit 1 5 0 i 4 5 ”  und fur eine anti-Konformation mit 
-3Oi45”  definiert ist [Sl, 521. 

Abb. 2 b. Die Pseudorotation (,,puckering“) des Ribofuranoseringes wird durch 
das Konformerengleichgewicht N(C2’-exo,C3’-endo) * S(CZ’-endo,C3’-exo) 
beschrieben [ S l ,  53-56]. 

gauche, gauche gauche, truns trans, gauche 

Abb. 2c. Die Newman-Projektion entlang der exocyclischen CS’-C4‘-Bin- 
dung zeigt die drei Rotamerpositionen gauche,guuche (gg), guuche,trans (gt) 
und trans,gauche (tg) [51,53-561. 

In Abbildung 2 sind Bezugssysteme fur die Anordnung 
von Heterocyclus und Zuckerrest angegeben. Die Bedeutung 
der intakten Adeninbase fur die Bindung an das Carriermole- 
kul und/oder fur die Transferreaktion zeigt sich in Untersu- 
chungen basenmodifizierter Adeninnucleotidanaloga. Eine 
Zusammenstellung findet sich in Tabelle 3. 

3.2. Substratanaloga mit modifizierter Phosphatkette 

Fur eine carrierspezifische Bindung der Adeninnucleotide 
ATP (pK, = 6.97 fur ATP4-/ATP3 -) und ADP (pK, = 6.65 

fur ADP3 -/ADP2 -) werden minimal drei negative Ladungen 
benotigt[34? Adenosin-5’-0-monophosphat (AMP) wird daher 
im Gegensatz zu Adenosin-5‘-0-di-, -tri- und -tetraphosphat 
vom Adeninnucleotidcarrier nicht t r a n s l ~ k i e r t [ ~ ~ I .  Strukturelle 
Veranderungen in der Phosphatkette, die die Zahl der Ladun- 
gen nicht beeinflussen, werden dagegen vom Carriermolekul 
in weit groBerem MaBe toleriert als Veranderungen in der 
Base (Tabelle 4). 

3.3. Substratanaloga mit modifiziertem Zuckerteil 

Das N+ S-Gleichgewicht (Pseudorotation, ,,puckering“; 
vgl. Abb. 2) des Riboseringe~[’~’ 53-561 ist von entscheidendem 
EinfluB auf die Nucleotidkonf~rmation[~ ‘ 9  54-561. Aus diesem 
Grunde gibt das Verhalten von Adeninnucleotidanaloga rnit 
modifiziertem Zuckerteil (Tabelle 5) wertvolle Hinweise auf 
die Bedeutung der Nucleotidkonformation fur die Wechselwir- 
kung von ATP und ADP rnit dem mitochondrialen Adeninnu- 
cleotidcarrier. 

4. Folgerungen aus den Studien mit Substratanaloga 

Welche Folgerungen lassen sich nun uber die molekularen 
Anforderungen des membranintegrierten Carriers gegenuber 
seinem Substrat aus den in den Tabellen 3 bis 5 zusammenge- 
faBten Befunden ziehen? 

Fur die spezifische Bindung des Nucleotids auf der Cytosol- 
seite an den Carrier sind Modifizierungen in der Phosphatkette 
ohne groBen EinfluD, wenn die Zahl der negativen Ladungen 
unverandert bleibt. Strukturelle Veranderungen am Adenin 
werden toleriert, solange der Adenincharakter des Heterocy- 
clus einschlieDlich der Aminogruppe an C6 erhalten bleibt, 
.was vor allem aus dem Vergleich der strukturisomeren Analo- 
ga ( 6 )  bis (9) (Tabelle 3) zu schlieoen ist. So wird zwar 
nach Substitution des C8-Wasserstoffs wie in ( 1 2 )  bis (15) 
(Tabelle 3) die syn +anti-Isomerisierung der Nucleobase (Abb. 
2) aufgehoben und eine sterisch bedingte Stellung des Hetero- 
cyclus im Bereich der syn-Konformation erhalten[51s 5 7 9  70,  711, 

die carrierspezifische Bindung geht aber nicht verloren. Wird 
aber der Zucker rnit der Adeninbase kovalent verknupft wie 
in ( 3 6 )  bis ( 3 9 )  (Tabelle 5), so kommt es zu einer Fixierung 
der Nucleobase relativ zum Zucker. Durch diese fixierte Posi- 
tion der Base sind bei ( 3 6 )  bis ( 3 9 )  im Vergleich zu ( 1 2 )  
bis (15 )  hydrophobe Wechselwirkungen zwischen dem Car- 
riermolekul und dem Nucleotid im aktiven Zentrum nur in 
vermindertem MaDe ausgebildet, so daB die Analoga ( 3 6 )  
und (37) nur sehr schwach und die Analoga ( 3 8 )  und ( 3 9 )  
gar nicht mehr spezifisch gebunden werden. Ein Austausch 
der 3’- [ (28 )  und (29 ) ]  oder der 2-Hydroxylgruppe [ (30 )  
und (31 )] durch Wasserstoff bleibt qualitativ auf die spezifi- 
sche Bindung ebenso ohne EinfluB wie eine Inversion der 
trans-standigen 2’-Hydroxyl- oder auch der 3’-Hydroxylgrup- 
pe der Ribose in die jeweilige cis-Konfiguration [ ( 40 )  und 
( 4 1 )  sowie ( 4 2 )  und (43 ) ]  oder wie die Aufspaltung der 
C2-C3’-Bindung des Riboseringes in (26) und (27).  Werden 
aber beide Hydroxylgruppen chemisch blockiert [ (32 )  bis 
(35 ) ]  oder liegt Inversion an C4‘ vor [ (44 )  und ( 4 5 ) ] ,  so 
geht die spezifische Bindung vollig verloren. 

Zur Frage, in welcher Weise der erste Schritt der Bindung 
eines Nucleotids rnit dem zweiten Schritt des Nucleotidtrans- 
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Tabelle 4. Substrate und phosphatkettenmodifizierte Substratanaloga vom Typ 

N"2 

Id; 
B - A i b o s r  

Nuclcotid 
@ 

Struktur der Translokator Transport- Bemerkungen 
Phosphatkette Bindung ['z,] [a] geschwindig- 

keit [b] 

P-0-1.61 k [47] 100 [ I .  21 7 [ I .  21 0 0 0  

AH hrr bH Q P-O-P=130" [47] 
( 2 )  ~ 0 - $ 3 4 - ; 2 - 0 - $ -  

0 0  PPC=1.79A [47] + 1731 + [731 (16) wird von der F1-ATPase weder oxidativ phosphoryliert 
( 1 6 )  H O - ~ ~ - C I I , - ~ ' -  Q P-- C-P = 1 IT [47] [c] noch werden ( 1 7 )  und ( 1 8 )  dephosphoryliert [73] 

OH 0 1 1  

0 

I 1  

1 /81  H0-73-cH2-!2-0-81- :: 
011 OH 011 

0 0 0 P-N=1.68k[47] + [74, 751 + [74, 751 119)  wird von der FI-ATPase nicht dephosphoryliert, hemmt 
(19 )  HO-h3-T\TH-%2%-$'- Q P-N-P = 127" [47] aber die Dephosphorylierung von ATP kompetitiv, nicht aber 

h H  h H  bH die ADP-Phosphorylierung [76] 

P-P=3 A [47] + [771 + [771 ( 2 0 )  ist kein Substrat der FI-ATPase [77] [d] 
9 0  i rn )  H - P Z - ~  
I 1  

HO 011 

0 0 0  
II I1 I/ 

( 2 1 ,  CZH~O-P-O-P-O-P- 
&I b H  &I1 

+ ~ 7 8 1  

0 0 s  Van-der-Waals-Radieii: 
i ? 2 i  HO-h-0-4a-8~- I l l  0 = 1 . 4 0 A  

OH 011 OH S =1.83k 
Elektronegati~itlteri: 

0 s  0 = 3 . 5  
(23, HO-#-O-#'- S =2.5 

Thion Thiol hH b H  

P=S > P-SH 
$ 9  

s ::?I 

1241 HO-P'4-P- 
I I  
011 OH 

(25)  IIO-P3-0-P-o-P- 
I I 1  

011 OH OH 

+ [49, 791 

( 2 2 )  bis ( 2 4 )  sind keine Substrate der FI-ATPase [49, 801 
sowie des ATP-P,-Austausches [EO]. Die Hemmung der rnito- 
chondrialen Atmung [49, 791 beruht auf einer lnhibierung 
der ATP-Synthetase [XO-SZ] bei Kopplung an Komplex IV 
der Atmungskette [82], wobei vom Diastereoisomerenpaar 
( 2 3 )  lediglich das B-Isomer [el Inhibitor der oxidativen Phos- 
phorylierung von ADP ist. Das A-Isomer von (23) ist Substrat 
der Photophosphorylierung in Chloroplaaten, das B-Isomer 
con (23) sowie ( 2 4 )  sind dagegen keine Substrate [66]. 

l o  [49, 791 

[a, b] Vgl. Funnoten zu Tabelle 3. 
[c] Mogliche Erklarung: In ( 1 6 )  ist P' weniger elektrophil als in ADP; aunerdem ist in (16) die P--C-Bindung Ianger als die entsprechende P-0-Bindung 
in ADP. 
[d] Mogliche Erkllrung: In (20) ist P' weniger elektrophil als 111 .4DP; aunerdem ist in (20) die P-P-Bindung kurzer als dle entsprechende P-0-Bindung 
in ADP. 
[el Die Trennung der beiden Diastereoisomere gelang enzymatisch [46, 831 und fliissigkeitschromatographisch [84]. Die Bestimmung der absoluten Kon- 
figuration steht noch aus. 

fers molekular gekoppelt ist, lassen sich folgende Gesichts- 
punkte anfuhren: 

Adeninnucleotidanaloga, die als syn-Konformere vorliegen, 
werden zwar noch vom Carrier gebunden, losen aber keinen 
Transfer durch die Membran aus. Die Analoga (36) und 
(37) mit kovalent fixiertem Adeninring im sjri/anti-Grenzbe- 

Abb. 3;i. Konformation von ATI' @= HP(PO,H)~ 

Abb. 3b. Konformation von ( 2 7 )  @= H-(PO,H),. 

reich werden nach Bindung ebensowenig transferiert wie die 
Analoga (38) und (39) mit kovalent fixierter anti-Konforma- 
tion. Fur die Auslosung des zweiten Schrittes des Transloka- 
tionsvorganges mu8 demnach eine gewisse Rotationsfreiheit 
um die CI'-N9-Bindung im anti-Bereich (-30_+45", vgl. 
Abb. 2) vorliegen. 
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Der EinfluR der Konformation auf den Adeninnucleo- 
tidtransport wird an den Analoga (26) und (27) sichtbar. 
Hier handelt es sich um gegeniiber den naturlichen Substraten 
chemisch nahezu unveriinderte Adeninnucleotide. In ihrer 

Konformation dagegen unterscheiden sich die Analoga sehr 
deutlich vom Substrat. Die Ringoffnung der Ribose verhindert 
die Stabilisierung der anti-gauche,gauche-Konformation, in 
welcher ADP und ATP bevorzugt vorliegen (Abb. 3a). Das 

Tabelle 5 .  Substrate und zuckermodifizierte Substratanaloga vom Typ 

I 

H-( PO,H),-R 

Nucleotid 
R n 

(42 )  -"Q 2 

OH (43) 3 

Konformation Translokator Transport- Bemerkungen 
(vgl. Abb. 2) Bindung [%] [a] geschwindig- 

keit [b] 
~ ~~~ 

NeS-Gleichgewicht aufgehoben; I5 [33,62,85] - [33,62. 851 (26) wird an den CFI-Kopplungs- 
weder s y -  noch miti-Stellung faktor gebunden, aber nicht photo- 
der Adeninbase bevorzugt; keine phosphoryliert [87] 
Rotationshinderung um CI'-C2'- 
sowie C4'--C3'-Achse [86] 

t1,lti >.\!I1 [c] 50 [88,891 
Gleichverteilung der rotameren 
Einstellungen 
yg 5 /y : y/ [55, 561 

3 [88.89] (28) ist Substrat der FI-ATPase 
[90] und des CFI-Kopplungs- 
faktors [87] 

( 3 0 )  ist kein Substrat der oxi- 
dativen Phosphorylierung [90], 
wird jedoch vom CFI-Kopplungs- 
faktor photophosphoryliert [87] 

Eingeschrankte Pseudorotation der 
Ribose [91,92] 

Starre Fixierung der Adeninbase 
im s)ri/oriti-Grenzbereich f ,,high"- 
orlri(4 = - 122") 1961 
CZ'-nir/o, gf bevorzugt 
Starre Fixierung der Adeninbase 
in einer anti-Position (4 = - 72") 

C3'-efido, gf bevorzugt 
~ 9 8 1  

anri  > s v 1  [ 1001 
C3'-rmfo, gf bevorzugt 

nuti >syn [89] 
C2'-rndo, fg bevorzugt 

(32) und ( 3 4 )  hemmen in iiquimo- 
laren Konrentrationen die ADP-indu- 
zierte ,,state-3"-Atmung [93] zu etwa 
25 %, [94] [d] 

- [901 - r901 

20 [89,95] - [89,95] 

- [89,97] - [89,97] 

I2 189,901 - [89,90] 

[a, b] Vgl. FuDnoten LU Tabelle 3. 
[c] anti-Konformation in ( 2 8 )  und (29)  ist durch elektrostatische Wechselwirkung zwischen C2'-0H und N 3  stabilisiert; diese Stabilisierung fehlt in ( 3 0 )  
und (31 ), wodurch die Position der Adeninbase nach syn verschoben ist ($= -63") [58]. 
[d] Der Grund liegt in der durch die Lipophilie von (32) und ( 3 4 )  bedingten Einlagerung in lipophile Bereiche der Mitochondrienmernbran. die die Aktivitit 
des Translokators in der Membran reduriert. 
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Analogon (27) (Abb. 3b) ist in seiner Struktur wesentlich 
flexibler; die dem natiirlichen Substrat aquivalente Konforma- 
tion stellt sich im Carrier-Nucleotid-Komplex aus energeti- 
schen Griinden nicht mehr ein, und der Transfer unter- 
bleibt[331. 

Bei der Auslosung des Transfers kommt dariiber hinaus 
der 2'-Hydroxylgruppe ~ sehr wahrscheinlich iiber eine Was- 
serstoffbruckenbindung zur komplenientaren Position des 
Carriermolekiils ~ eine entscheidende Funktion zu: die Gruppe 
mu6 trans-standig vorliegen. Wie (40) und (41 ) zeigen, kann 
die in der cis-Konfiguration angeordnete 2'-Hydroxylgruppe 
diese Funktion nicht ausiiben. Dagegen wird die Substitution 
der 3'-I-lydroxylgruppe durch Wasserstoff wie in (28) und 
(29) toleriert. 

Wir danken allen, die uns durch Anregungen und Kritik gehol- 
fen haben. Der Deutschen Forschungsgemeinschaft, dern Landes- 
amt f i r  Forschung Nordrhein-Westfalen und dem Fonds des 
Verbandes der Chemischen Industrie gilt unser Dank fur finan- 
zielle Forderung. Besonderer Dank gilt nicht zuletzt Herrn Pro- 
fessor Walther Lamprecht, der uns wahrend der Paderborner 
Aufbauphase volle Arbeitsmoglichkeiten in Hannover erhalten 
hat. 
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Der elektrooptische Kerr-Effekt in der Konformationsanalyse 

Von Manuel James A r o n e y [ * ]  

Als Kerr-Effekt wird die Doppelbrechung bezeichnet, die durch Einwirkung eines elektrischen 
Feldes in einem Material hervorgerufen wird. Die grol3e Empfindlichkeit dieser Eigenschaft 
gegenuber Veranderungen von Molekulgeometrie und -umgebung hat sie zur Grundlage einer 
wirksamen Methode zur Untersuchung der Konformation von Molekulen gemacht. Sie wurde 
auI3erdem erfolgreich zur Erforschung der Geometrie von Solvatation und Aggregation geloster 
Stoffe angewendet. Dieser Aufsatz gibt eine Ubersicht uber die allgemeine Methode zur Messung 
des Kerr-Effekts, die Herkunft gerichteter effektiver Polarisierbarkeiten geloster Molekiife und 
Struktureinheiten, die Berechnung theoretischer Kerr-Konstanten zur Priifung von Molekul- 
strukturen und die Verfahren zur Bestimmung der Konformationen geloster Stoffe. Anwendungs- 
bereich und Grenzen der Methode werden an speziellen Konformationsproblemen erlautert. 
Bei hochbeweglichen Molekulen lassen sich gemessene und berechnete Kerr-Konstante nicht 
exakt vergleichen, weil die Konformationsenergie nicht genugend genau bekannt ist. Diese 
Ubersicht befaRt sich vorwiegend mit der Bestimmung detaillierter Konformationsmerkmale 
von Molekulen. Auf die Anwendung gepulster orientierender Felder zur Untersuchung von 
Gestalt und GroRe biologischer Makromolekule wird jedoch ebenfalls hingewiesen. 

Neue analytische 
Methoden (10) 

1. Einfuhrung teilweise geordnete System ein Strahl monochromatischen, 
linear polarisierten Lichts gesandt wird, wobei die Polarisa- 
tionsebene um 45" gegen E gedreht ist. Der Vektor des einfal- 
lenden Lichts kann als Summe von zwei phasengleichen Kom- 
ponenten betrachtet werden, die parallel bzw. senkrecht zu 

Wenn ein starkes, homogenes elektrisches Feld auf eine 
Aggregation von Molekulen im gasformigen oder flussigen 
Zustand einwirkt, wird ein gewisser Grad an Ordnung durch 
die Wechselwirkung permanenter und induzierter elektrischer 
Momente mit dem Feld E hervorgerufen. Dabei wird ein 
statistisches Gleichgewicht erreicht, in dem die ungerichtete 
thermische Bewegung den orientierenden Wechselwirkungen 
entgegenwirkt. Das Molekulsystem im Feld wird optisch an- 
isotrop. Der Brechungsindex, in Richtung des Feldes gemessen 
(rill), unterscheidet sich vom Brechungsindex senkrecht zum 
Feld ( n l ) ,  d. h. die Substanz wird doppelbrechend. Experimen- 
tell wird der Effekt gewohnlich untersucht, indem durch das 
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+ + + + + + + + +  

- -  - _ _ _ _ _ _  
Abb. 1. Linear polarisiertes Licht, das in ein ,,geordnetes" System von Molekii- 
len eintritt. nil + nl. 
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