Bindungen in isolierten Molekiilen nicht stindig groBer wer-
den soll.
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[73] Herrn Prof. Reinen danke ich fiir wertvolle Diskussionen zu diesem
Problem.

Untersuchungen der mitochondrialen Adeninnucleotid-Translokation mit

Nucleotidanaloga

Von Eckhard Schlimme, Karl Siegfried Boos, Dubo Bojanovski und Joachim Liistorff("]

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 148t sich priifen, welche Struktureigenschaften des Substrats fiir Bindung und

Transport erforderlich sind.

1. Physiologische Bedeutung des Adeninnucleotid-
Carriers

Vorgédnge an Membranen sind fiir die Funktionsfdhigkeit
lebender Systeme von zentraler Bedeutung. Von besonderem

[*] Prof. Dr. E. Schlimme, Dipl.-Biochem. K. S. Boos
Laboratorium fiir Biologische Chemie im Fachbereich Naturwissenschaf-
ten der Universitidt — Gesamthochschule -
Warburger StraBe 100, Bauteil J, D-4790 Paderborn
Dr. D. Bojanovski, Dr. J. Liistorff
Institut fiir Klinische Biochemie und Physiologische Chemie der Medizini-
schen Hochschule Hannover

Angew. Chem. 89, 717-725 (1977)

Interesse ist dabei der Stofftransport. So ist der Transfer der
Adeninnucleotide Adenosin-5"-O-triphosphat (ATP) und Ade-
nosin-5'-O-diphosphat (ADP) durch die innere Membran der
Mitochondrien (Abb. 1a) der physiologische Schliisselprozel3

NH,
7N—il/{N,
|
T EKNQ‘ " (1), aDP, R - on
R-P-0-B-0_ 0O :
HO HO «¢ v (2), ATP, R = O—'II"—OH
N OH
HO OH
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im Energiestoffwechsel der aeroben Zelle. (Die dullere Mem-
bran ist fiir niedermolekulare Stoffe durchldssig und kann
hier auBer Betracht bleiben.) Bei diesem Transport!' ~*! wird
ADP von der Cytosol- zur Matrixseite befordert, d.h. von
,auBen“ nach ,innen“. In den Mitochondrien verlduft die
oxidative Phosphorylierung gemaB

ADP + Monophosphat ==ATP + H,0
Durch diesen PhosphorylierungsprozeB wird die in zahlreichen

katabolen Reaktionen freigesetzte Energie (Endoxidation)
iiber die Atmungskette im ATP ,,chemisch gespeichert”. Kata-

ORI, =

krekatsdure, cine lipophile Tricarbonséiure aus Pseudomonas
cocovenenans, das Transportsystem vornehmlich auf der Ma-
trixseite hemmt (Kp=x 1078 mol/l)>3. Weitere Inhibitoren
sind langkettige Acyl-Coenzym-A-ester, vor allem Palmityl-
Coenzym A!*27 8] Thre inhibierende Wirkung ist moglicher-
weise physiologisch fiir die Steuerung der Translokation be-
deutsam.

Die Wirkungsweise der Inhibitoren wies auf einen aktiven
Transport mit Hilfe eines Carriers hin. Dieses Molekiil, welches
isoliert und charakterisiert werden konnte!'®~ 2% ist integraler
Bestandteil der inneren Membran (siche Abschnitt 2). Der
Anteil des Translokators am mitochondrialen Gesamtprotein

e

o

! P

Abb. 1a. Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Mitochondrions aus einer Zelle des Gallenblasenepithels der Maus. AuBere und
innere Membran schlieBen den Intermembranraum 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 (siche dazu Abb. 1b) (Aufnahme: Prol. Enrico Reale, Medizinische Hochschule Hannover, Abteilung Elektronenmikro-

skopie).
aulere innere
Membran Membran
Cytosol Intermembranraum Matrix
14 Carrier ¢ 2

k|

Aufenseite Innenseite

Abb. 1b. Schematisierter Ausschnitt der inneren Membran. 1 : Carrier-abhin-
gige (spezifische) Bindung von ATP und ADP auf der AuBen-(Cytosol-)seite
der Membran, Inhibitor ist Atractylosid; 2: Carrier-abhingige (spezifische)
Bindung von ATP und ADP auf der Innen-(Matrix-)seite der Membran,
Inhibitor ist Bongkrekatsiure; 3: Carrier-unabhiingige (unspezilische) Bin-
dung von ATP und ADP auf der AuBen-(Cytosol-)seite der Membran, durch
Atractylosid nicht hemmbar.

lysiert wird diese Reaktion von der mit der Atmungskette
gekoppelten ATP-Synthetase (F1-ATPase)!* ), 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 ,,auBen®. Es findet somit
ein Substrat/Produkt-Austausch durch die Membran statt.

Der Transport durch die Membran kann durch Inhibitoren
spezifisch unterbunden werden (Abb. [ b). Atractylosid!™ und
Carboxyatractylosid, zwei cyclische Triterpenglykoside aus
Atractylis gummifera, blockieren das Transportsystem auf der
Cytosolseite (Kpx 10~ "-10~® mol/1)!? 387111 wiihrend Bong-

718

betriigt etwa 10 %1° 721, Einige Kenndaten dieses Transfersy-
stems sind in Tabelle 1 zusammengestellt.

Der Adeninnucleotidcarrier transferiert ADP bevorzugt ge-
geniiber ATP von der Cytosol- zur Matrixseite!* %, dem Ort

Tabelle 1. Einige Kenndaten des mitochondrialen Adeninnucleotid-Trans-
lokators in situ.

Michaelis-Menten-Konstante (Ky) [30-33]

Ky (ADP extramitochondrial, 2-5°C): 10 pmol/l
Ky (ATP extramitochondrial, 2-5°C): 1-150 pmol/l [a]
Maximale Translokationsgeschwindigkeit V

[umol min~! pro g mitochondriales Protein] [30-33]
V(ADP): 5(2°C), 20{5°C)
V(ATP): 2(2°C), 7(5°C)

Wechselzahl ( turnover) {2, 34]
40-60 min "' (2°C)

1600-2000 min~' (20°C)
Aktivierungsenergie [30, 31]
unter 10°C: 176 kJ/mol

iiber 10°C: 69 kJ/mol
Topologische Befunde

2 x 10'3 Translokatormolekiile pro cm? Oberfliche (innere Mitochondrien-
membran) [34]

Molares Verhiltnis Translokator : Cytochrom a: 1.5-2.0: 1 {Rattenlebermito-
chondrien): 2.5-3.0: 1 (Rattenherzmitochondrien) [2]

[a] Abhingig vom Energiezustand des Mitochondrions [32].
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der ATP-Synthese, wihrend in umgekehrter Richtung offenbar
eine ATP-Priferenz besteht!3: 3¢, 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!?®- 28,

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

Neben der Funktion als zentraler Energielibertriger der
Zelle erfiillen Adeninnucleotide als allosterische Effektoren
eine wichtige Aufgabe fiir die Regulation des Zellstoffwechsels
und sind dariiber hinaus Substrate fiir 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 unabhéngig voneinander
entwickeltt20-21.24.25.27] Tabelle 2 gibt eine Ubersicht.

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

kromolekiil (MG 29000 bzw. 26 000) als Substrat- sowie Inhibi-
tor-bindende Komponente wesentlicher Strukturbestandteil
des Adeninnucleotidcarriers. Wahrscheinlich ist die dimere
Form des isolierten Makromolekiilst?f:232827 der aktive
Carrier'?®!, Seine Translokationsaktivitidt wird entscheidend
durch Wechselwirkungen mit der hydrophoben Lipidumge-
bung geprigt. Der Carrier ist ein Lipoprotein!?”-37-3#! folgen-
der Zusammensetzung: Protein (85 %), Phospholipide (14 %)
und Triglyceride (1 %)1?7:381; Réntgen-Kleinwinkelmessungen
am isolierten Makromolekiill*! weisen auf eine membran-
tiberbriickende Struktur hin mit einer maximalen Linge von
7.3nm 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=8,C=CS;=C+S5;

Auf beiden Seiten der Membran (a=aullen; 1=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-
dnderung des Nucleotid-Carrier-Komplexes von der einen
zur anderen Seite der Membran durch einen Kanal (Poren-
mechanismus) transferiert werden. Beide Prozesse sind ener-
gieabhiingigl?%-29-40: 41 Generelle Vorstellungen iiber Mem-
brantransferreaktionen*?~*#! sowie die bisherigen Kennt-
nisse iiber die Struktur des mitochondrialen Adeninnucleotid-
carriers2? 2938~ 4+l gprechen fiir einen ,,Porenmechanismus*
beim Transport von ATP und ADP durch die innere
Mitochondrienmembran.

Tabelle 2. Zur Isolierung und Charakterisierung des mitochondrialen Adeninnucleotid-Translokators.

Losungsmittel Isolierungstechnik

Molekulargewicht

Charakterisierung Lit.

Herzmitochondrien ( Rind )

Cholat Ammoniumsulfat- 29000 Einbau des isolierten Proteins [19, 25]
fraktionierung in Phospholipidvesikel; dabei
Rekonstitution der Austausch-
aktivitdt fiir ATP und ADP
Triton X 100 Losen der Mitochon- 29000 Bindung von Carboxyatrac- [22, 24, 26, 28]
drien nach Carboxyatracty- tylosid; Carboxyatractylosid spe-
Bindung von losid-bindendes zifisch durch Bongkrekatsdure und
Carboxyatractylosid; Protein: ADP austauschbar; immunologische
Sdulenchromatographie MG 55000 Differenzierung der ¢- und m-Kon-
iber Hydroxylapatit (Dimer) formationen des Translokators

und Agarose

Lebermitochondrien ( Ratte)

Brij 56 Losliche Protein- Atractylosid-empfindliche Bin- {20]
fraktion im Aus- dung von ADP
schluBvolumen von
Sephadex G 25
Triton X 100, Affinititschroma- 50000 bis 60000 Bindung von Atractylosid [21]
Emulphogen tographie iiber Atrac-
BC 720 tylosid-Agarose
Na-Dodecyl- Affinititschroma- 26000 Bindung von Atractylosid [23.27]
sulfat tographie iiber sowie Hemmung der ATP/ADP-Translo-
Carboxyatracty- 60000 (Dimer) kation mit Antikérpern des isolier-

losid-Agarose

ten Translokator-Proteins in Digito-
ninpartikeln

Angew. Chem. 89, 717-725 (1977)
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3. Substratspezifitiit des Carriers

Das Carriersystem ist hochspezifisch fiir ATP und ADP.
Die natiirlich vorkommenden Ribo- und Desoxyribonucleo-
sid-5'-0-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

OH O
N¥ N - HN N _a
Lo = Ny =
HZNJ\\N 1\II) HZNJ\N ITI)
H H
(3a) (3b)
OH O
Y = T
Ry NNy
H H H H
(3c) (3d)
O OH
T3 — YI3
L L L
H H
(4a) (4b)
Substrate fir den mitochondrialen Nucleotid-Trans-

port{?-29:451 Diese Befunde stellen nochmals die bereits ge-

Tabelle 3. Substrate und basenmodifizierte Substratanaloga vom Typ

]'Base
H—-(PO3H),—Ribose

nannte Aufgabe des ATP als intermedidrer Phosphorylgrup-
peniibertriager der aeroben Zelle heraus.

Zur Erfassung der Wechselwirkungen zwischen Nucleotid
und membranintegriertem Carrier sind — wie auf dem Gebiet
enzymkatalysierter Reaktionen!*5-#7) — Substratanaloga be-
sonders geeignet. Vor allem sind es solche Analoga, die vom
Carriermolekiil zwar gebunden, aber nicht transportiert wer-
den konnen. Mit derartigen Analoga wird die Zweistufigkeit
des Prozesses (Bindung und Transport) experimentell nach-
priifbar; auBerdem kann gezeigt werden, welche strukturel-
lent*®#91 Eigenschaften des Adeninnucleotidmolekiils fiir die
spezifische Bindung (erster Schritt) und welche moglicherweise
zusitzlich fiir 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 fiihrt, wie bereits
erwihnt, zum Verlust der spezifischen Bindung an den Carrier.

NH, NH
NZ N _ _  HN N
I = I
) NN

H H

(5a) (5b)

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

Nucleotid

Konformation Translokator Bemerkungen
Base n (vgl. Abb. 2) Bindung Transportge-
[%] [a] schwindigkeit [b]
NH, .
T \x 2, ADP anti>syn [51-60] 100 [1, 2] 20 [1, 2]
U 1 N (47 %)==S (53 %)
(2) N N) 3, ATP gg > tg.gt 100 [1, 2] 7[1,2]
NH, 50 [61-64] 0.6 [61, 62], (6) ist kein Substrat der oxidativen Phosphorylierung
CT \w© 2 —[63. 64] [c] [49, 63]. (6) und (8) sind Substrate des CF1-Kopp-
7 [ A s lungsfaktors der Photophosphorylierung in Chloropla-
NN sten [66]
o
(8) _NH, 2
e w
9) g 3
HNj
1y ‘ NS 2 + [67, 68] [67]. + [68] (11) wird von F1-ATPase dephosphoryliert [68]. (10)
(1) KN 7 vo 3 ist Substrat des CF1-Kopplungsfaktors [69]
I
(12) NH, 2, R=Br ('syn [51, 57,70, 7t] 30 [48] - [48] (12) ist kein Substrat in der Photophosphorylierungs-
(13 AN 3, R=Br J(b=+120° [58] reaktion [66]. (14) und (15) zeigen lichtabhingige irre-
ELV A § | J 2, R=Ny g gt >gg + [72] - [72] versible Bindung an den Translokator und blockieren
(15) B NN 3, R = Ny den ATP/ADP-Austausch [72]

[a] Unter Sittigungsbedingungen (5°C) mit 1,6 umol pro g mitochondriales Protein = 100%. + bedeutet: wird gebunden; — bedeutet: wird nicht gebunden.
[b] Maximale Transiokationsgeschwindigkeit fiir extern angebotene Nucleotide (5°C) [umol min~' pro g mitochondriales Protein]. + bedeutet: wird trans-

portiert; — bedeutet: wird nicht transportiert.

[c] Ergebnisse beruhen nicht auf Messungen mit radioaktiv markierten Analoga.

720

Angew. Chem. 89, 717-725 (1977)



Losung in der Lactamform (3b) bzw. (4a) vor, Adenin hinge-
gen in der Aminoform (5 a )i3% 311, Wegen der Lage der Tauto-
meriegleichgewichte und der Ionisierung in wilBriger Phase
(pK,-Werte)t59 311 bestehen grofBe 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 ¢ (O1'—C1'—N9—C8) beschrieben (vgl. Abb. 3a). Die Base
kann syn- oder anti-Konlormation einnehmen, wobei der Winkel ¢ fiir eine
syn-Konformation mit 150+45° und [iir eine anti-Konformation mit
—30+45° definiert ist {51, 52].

\/53\ / N9 \ / cz\/Ng
2’ N SNy
Abb.2b. Die Pseudorotation (,,puckering*) des Ribofuranoseringes wird durch

das Konlormerengleichgewicht N(C2'-ex0,C3-endo) = S(C2'-endo,C3-ex0)
beschrieben [51, 53-56].

Os Hy- H,

1O o e Cy 1O:gca

H; H, 07T Hg H; O
H, Hy Hy

gauche, gauche gauche, trans trans, gauche

Abb. 2¢. Die Newman-Projektion entlang der exocyclischen C5—C4'-Bin-
dung zeigt die drei Rotamerpositionen gauche,gauche (gyg ), gauche trans (gt)
und trans,gauche (tg) [51, 53-56].

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

3.2. Substratanaloga mit modifizierter Phosphatkette

Fiir eine carrierspezifische Bindung der Adeninnucleotide
ATP (pK,=6.97 fir ATP* /ATP®>") und ADP (pK,=6.65

Angew. Chem. 89, 717-725 (1977 )

fiir ADP3~/ADP?~) werden minimal drei negative Ladungen
benotigt 4. Adenosin-5'-0-monophosphat (AMP) wird daher
im Gegensatz zu Adenosin-5-0-di-, -tri- und -tetraphosphat
vom Adeninnucleotidcarrier nicht translokiert!**1, Strukturelle
Verinderungen in der Phosphatkette, die die Zahl der Ladun-
gen nicht beeinflussen, werden dagegen vom Carriermolekiil
in weit groflerem Male toleriert als Verdnderungen in der
Base (Tabelle 4).

3.3. Substratanaloga mit modifiziertem Zuckerteil

Das N<=S-Gleichgewicht (Pseudorotation, ,puckering;
vgl. Abb. 2) des Riboseringes!>!- 3~ 3% ist von entscheidendem
EinfluB auf die Nucleotidkonformation!3!: #7361 Aus diesem
Grunde gibt das Verhalten von Adeninnucleotidanaloga mit
modifiziertem Zuckerteil (Tabelle S) wertvolle Hinweise auf
die Bedeutung der Nucleotidkonformation fiir die Wechselwir-
kung von ATP und ADP mit dem mitochondrialen Adeninnu-
cleotidcarrier.

4. Folgerungen aus den Studien mit Substratanaloga

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

Fiir die spezifische Bindung des Nucleotids auf der Cytosol-
seite an den Carrier sind Modifizierungen in der Phosphatkette
ohne groBen EinfluB}, wenn die Zahl der negativen Ladungen
unverindert bleibt. Strukturelle Verdnderungen am Adenin
werden toleriert, solange der Adenincharakter des Heterocy-
clus einschlieBlich der Aminogruppe an C6 erhalten bleibt,

.was vor allem aus dem Vergleich der strukturisomeren Analo-

ga (6) bis (9) (Tabelle 3) zu schlieBen ist. So wird zwar
nach Substitution des C8-Wasserstoffs wie in (12) 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!s!37. 70-71),
die carrierspezifische Bindung geht aber nicht verloren. Wird
aber der Zucker mit der Adeninbase kovalent verkniipft wie
in (36 ) bis (39) (Tabelle 5), so kommt es zu einer Fixierung
der Nucleobase relativ zum Zucker. Durch diese fixierte Posi-
tion der Base sind bei (36) bis (39) im Vergleich zu (12)
bis (15) hydrophobe Wechselwirkungen zwischen dem Car-
riermolekiil und dem Nucleotid im aktiven Zentrum nur in
vermindertem MaBe ausgebildet, so daB die Analoga (36)
und (37) nur sehr schwach und die Analoga (38) und (39)
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 Einflu wie eine Inversion der
trans-standigen 2'-Hydroxyl- oder auch der 3'-Hydroxylgrup-
pe der Ribose in die jeweilige cis-Konfiguration [(40) und
(41) sowie (42) 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 (45)], so
geht die spezifische Bindung vollig verloren.

Zur Frage, in welcher Weise der erste Schritt der Bindung
eines Nucleotids mit dem zweiten Schritt des Nucleotidtrans-
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Tabelle 4. Substrate und phosphatkettenmodifizierte Substratanaloga vom Typ
NH,
N | SN
AL
@—-}lhbose

Nucteotid Struktur der Translokator Transport- Bemerkungen
Phosphatkette Bindung [ %] [a]  geschwindig-
keit [b]
Q o
— 0= 2
(2)  HO-P-O-Pr-o P F; F?*O]flpA_ EA;Z)! 47] 100 1.2 712l
OH OH OH N [
o] % P— 9;\ [47] + [73] + [73] (16) wird von der F1-ATPase weder oxidativ phosphoryliert
(16} HO—#"Z—CHT?L X P—C—P=117° [47] [c] noch werden (17) und ( 18) dephosphoryliert [73]
OH OH
Q. 9 9
(17 HO—#’LO—P\'Z—CHZ—#’L
OH OH OH
o &)
i I 1
(18) HO—P‘”—CHZ—PZ—O—P‘—
OH OH O
C o 0 P—N=1.68 A [47] + [74,75] + [74,75]) (19) wird von der F1-ATPase nicht dephosphoryliert, hemmt
(19 HO—};"a—NH—PZ—O—lIJ"— ¥ P—N—P=127°[47] aber die Dephosphorylierung von ATP kompetitiv, nicht aber
OH OH OH die ADP-Phosphorylierung [76]
9,9
(20)  H-P-Pl- P—P=3A [47] + [77] + [77] (20) ist kein Substrat der Fi1-ATPase [77] [d]
HO oOn
R
(215 CyH;O-P-0-P-O-P- + [78] - [78]
O OH OH
0 )SI Van-der-Waals-Radien: (22) bis (24) sind keine Substrate der F1-ATPase [49, 80]
(22) HO—P—OJ{’—O—FI”— O=140A sowie des ATP-P;-Austausches [80]. Die Hemmung der mito-
OH OH OH S ={83A chondrialen Atmung [49, 79] beruht auf einer Inhibierung
Elektronegativititen: der ATP-Synthetase [80-82] bei Kopplung an Komplex IV
E i‘ 0=35 der Atmungskette [82], wobei vom Diastereoisomerenpaar
(23) HO-P-O-P'- S =25 + [49,79] 10 [49, 79] (23 ) lediglich das B-Isomer [e] Inhibitor der oxidativen Phos-
oH  OH Thion Thiol phorylierung von ADP ist. Das A-Isomer von { 23 ) ist Substrat
5 o P=S>P—SH der Photophosphorylierung in Chloroplasten, das B-Isomer
(24) HO—F:’Z—O—II%— von (23 ) sowie (24 ) sind dagegen keine Substrate [66].
OH OH

S 9
(25) HO—PLO P—O—FI’—
OH OH OH

[a, b] Vgl. FuBnoten zu Tabelle 3.

[c] Mogliche Erkldrung: In (16) ist P2 weniger elektrophil als in ADP; auBerdem ist in (16) die P—C-Bindung linger als die entsprechende P—O-Bindung

in ADP.

[d] Mogliche Erklirung: In (20) ist P? weniger elektrophil als in ADP; auBerdem ist in (20) die P—P-Bindung kiirzer als die entsprechende P—O-Bindung

in ADP.

[e] Die Trennung der beiden Diastereoisomere gelang enzymatisch [46, 83] und fliissigkeitschromatographisch [84]. Die Bestimmung der absoluten Kon-

figuration steht noch aus.

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

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

Abb. 3a. Konformation von ATP. ()= H—(PO;H)s.
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ls[f(HH%f( WNHz

HO HH OH

Abb. 3b. Konformation von (27 ). ®: H—(PO;H);.

reich werden nach Bindung ebensowenig transferiert wie die
Analoga (38) und (39) mit kovalent fixierter anti-Konforma-
tion. Fiir die Auslosung des zweiten Schrittes des Transloka-
tionsvorganges muB3 demnach eine gewisse Rotationsfreiheit
um die C1'—N9-Bindung im anti-Bereich (—30+45°, vgl.
Abb. 2) vorliegen.

Angew. Chem. 89, 717-725 (1977)



Der EinfluB der Konformation auf den Adeninnucleo-
tidtransport wird an den Analoga (26) und (27) sichtbar.
Hier handelt es sich um gegeniiber den natiirlichen Substraten
chemisch nahezu unveriinderte Adeninnucleotide. In ihrer

Tabelle 5. Substrate und zuckermodifizierte Substratanaloga vom Typ

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

NH,
N”\ [ \)N
e
1‘\1 N
H~(POyH),~-R
Nucleotid Konformation Translokator Transport- Bemerkungen
R n {vgl. Abb. 2) Bindung [ %] [a] geschwindig-
keit [b]
° =S-Gleichgewicht aufgehoben; 15[33,62,85] — [33,62.85] (26 ) wird an den CF1-Kopplungs-
(26) -O 2 weder syn- noch anti-Stellung faktor gebunden, aber nicht photo-
27 der Adeninbase bevorzugt; keine phosphoryliert [87]
HO OH 3 Rotationshinderung um C1'—C2'-
sowie C4'—C3'-Achse [86]
o anti>syn [c] 5088, 89] 3[88,89] (28 ) ist Substrat der F1-ATPase
28) O 2 Gleichverteilung der rotameren [90] und des CF1-Kopplungs-
(29) ) Einstellungen faktors [87]
H OH gg < tgx gt [55,56]
o anti>syn [¢c] 30[88,89] ~ [88.89] (30) ist kein Substrat der oxi-
f30) -0 2 N (29 %)=S (71 %) dativen Phosphorylierung [90],
(31) 5 gg <tg=yr [55,56] wird jedoch vom CF1-Kopplungs-
HO H faktor photophosphoryliert [87]
(32) -0 O. 2 Eingeschrénkte Pseudorotation der (32 )und (34 ) hemmen in dquimo-
X ) Ribose [91,92] laren Konzentrationen die ADP-indu-
(33) P 3 zierte ,state-3“-Atmung [93] zu etwa
%%
HSC)((:H3 25 % [94] [d]
(34) —O@ 2 - [90] - [90]
(35) 3
o_ 0
H” ~OCH,
NH, Starre Fixierung der Adeninbase 20[89,95] — [89,95]
I\II l NN im syn/anti-Grenzbereich =, high*-
(36) AAE 2 amitg=—1229)[96]
04 X0 C2'-endo, gt bevorzugt
37) 3 Starre Fixierung der Adeninbase
HO in einer anti-Position (¢ = —72°)
[98]
NH, C3’-endo, gt bevorzugt
YIOF
(38) %1\, N’) 2 — [89,97] — [89,97]
- §°
(39) 3
OH
o) -0 ° 2
@ anti>syn [ 58,99] 12[89,90] — [89,90]
> gy, I
41) HO 3 gt>gy. 19
42y —09.° 2 :
S anti> syn [100] 9[89] ~ [89]
(43) p 3 C3'-endo, gt bevorzugt
0.
) & 2 anti>syn [89] — [89] - [89]
(45) HO  OH 3 C2"-endo, tg bevorzugt

[a, b] Vgl. FuBnoten zu Tabelle 3.

{c] anti-Konformation in {28) und (29} ist durch elektrostatische Wechselwirkung zwischen C2'-—OH und N3 stabilisiert; diese Stabilisierung fehlt in (30)
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 (34) bedingten Einlagerung in lipophile Bereiche der Mitochondrienmembran, die die Aktivitit

des Translokators in der Membran reduziert.
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Analogon (27) (Abb. 3b) ist in seiner Struktur wesentlich
flexibler; die dem natiirlichen Substrat dquivalente 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-
serstoffbriickenbindung zur komplementidren Position des
Carriermolekiils — eine entscheidende Funktion zu: die Gruppe
muB 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-Hydroxylgruppe durch Wasserstoff wie in (28) und
(29) toleriert.

Wir danken allen, die uns durch Anregungen und Kritik gehol-
fen haben. Der Deutschen Forschungsgemeinschaft, dem Landes-
amt fiir Forschung Nordrhein-Westfalen und dem Fonds des
Verbandes der Chemischen Industrie gilt unser Dank fiir finan-
zielle Forderung. Besonderer Dank gilt nicht zuletzt Herrn Pro-
Sessor Walther Lamprecht, der uns wihrend der Paderborner
Aufbauphase volle Arbeitsméglichkeiten in Hannover erhalten
hat.
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Neue analytische
Methoden (10)

Als Kerr-Effekt wird die Doppelbrechung bezeichnet, die durch Einwirkung eines elektrischen
Feldes in einem Material hervorgerufen wird. Die groBe Empfindlichkeit dieser Eigenschaft
gegeniiber Verinderungen von Molekiilgeometrie und -umgebung hat sie zur Grundlage einer
wirksamen Methode zur Untersuchung der Konformation von Molekiilen gemacht. Sie wurde
auBerdem erfolgreich zur Erforschung der Geometrie von Solvatation und Aggregation geloster
Stoffe angewendet. Dieser Aufsatz gibt eine Ubersicht iiber die allgemeine Methode zur Messung
des Kerr-Effekts, die Herkunft gerichteter effektiver Polarisierbarkeiten geloster Molekiile und
Struktureinheiten, die Berechnung theoretischer Kerr-Konstanten zur Priifung von Molekiil-
strukturen und die Verfahren zur Bestimmung der Konformationen geloster Stoffe. Anwendungs-
bereich und Grenzen der Methode werden an speziellen Konformationsproblemen erldutert.
Bei hochbeweglichen Molekiilen lassen sich gemessene und berechnete Kerr-Konstante nicht
exakt vergleichen, weil die Konformationsenergie nicht geniigend genau bekannt ist. Diese
Ubersicht befaBt sich vorwiegend mit der Bestimmung detaillierter Konformationsmerkmale
von Molekiilen. Auf die Anwendung gepulster orientierender Felder zur Untersuchung von
Gestalt und GroBe biologischer Makromolekiile wird jedoch ebenfalls hingewiesen.

1. Einfiihrung

Wenn ein starkes, homogenes elektrisches Feld auf eine
Aggregation von Molekiilen im gasférmigen oder fliissigen
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 Molekiilsystem im Feld wird optisch an-
isotrop. Der Brechungsindex, in Richtung des Feldes gemessen
(ny), unterscheidet sich vom Brechungsindex senkrecht zum
Feld (n)), d.h. die Substanz wird doppelbrechend. Experimen-
tell wird der Effekt gewohnlich untersucht, indem durch das
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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

+ + + 4+ + + + + o+

74 Z 777 1]

C L7777 77N

Abb. 1. Linear polarisiertes Licht, das in ein ,,geordnetes* System von Molekii-
len eintritt. nj#n,.
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