Energiestoffwechsel in Mitochondrien

Von Hans Walter Heldt!"

Mitochondrien sind separate Stoffwechsel-Rdume innerhalbder Zelle. Funktionelle Grenze des
mitochondrialen Kompartiments ist die Innenmembran. In ihr befindet sich der Enzymapparat
fir den Elektronentransport und die oxidative Phosphorylierung. Die Substratzerlegungs-
cyclen sind im mitochondrialen Matrix-Raum lokalisiert. Spezifische Triger besorgen den
Austausch von ADP, ATP, Phosphat und von Zwischenprodukten des Citratcyclus zwischen
dem Matrix-Raum und dem extramitochondrialen Raum. Auf die besondere Bedeutung des
Adeninnucleotid-Transportes fiir die Regulation des Energiestoffwechsels der Zelle wird ndher

eingegangen.

Mitochondrien kommen im Cytoplasma aller aeroben
eukariotischen Zellen vor. Sie sind der Ort der Zellatmung,
man hat sie daher , Kraftwerke der Zelle" genannt. Die bei
der Oxidation des Substratwasserstoffes freiwerdende
Energie treibt die endergonische Synthese von Adenosin-
triphosphat (ATP) aus Adenosindiphosphat (ADP) und
Orthophosphat (P). Dieser Vorgang wird als oxidative
Phosphorylierung!" bezeichnet. Die bei der Hydrolyse des
ATP zu ADP und Phosphat freiwerdende Energie bestreitet
die energieverbrauchenden Prozesse der Zelle (z. B. mecha-
nische, chemische, osmotische und elektrische Arbeit).

In der tierischen Zelle gibt es zwei wichtige Stoffwechsel-
rdume: das extramitochondriale Kompartiment, welches
das Grundcytoplasma und den Kernraum umfaBt, und das
mitochondriale Kompartiment. Eine Koordination der
Stoffwechselabldufe erfordert den gezielten Transport von
Substraten und Produkten durch die Membranen, welche
dic beiden Rdume voneinander trennen. Dieser Bericht
beschiftigt sich mit dem Aufbau des mitochondrialen Kom-
partiments. Einzelheiten iiber spezifische Transportvor-
ginge zwischen den zwei Stoffwechselrdumen sollen einen
Einblick in die Regulation des oxidativen Stoffwechsels
geben.

1. Morphologischer Aufbau der Mitochondrien

Lichtmikroskopisch wurden Mitochondrien bereits in der
Mitte des vorigen Jahrhunderts beobachtet!?~ %], eine ge-
nauere Aufklirung ihrer Struktur (Abb. 1) wurde jedoch
erst durch die Elektronenmikroskopie ermdglicht!® ~81, Be-
sonders auffillig ist der hohe Membrananteil der Mito-
chondrien. Sie besitzen zwei Arten von Membranen (Abb. 2),
die sich in der Feinstruktur, der Lipidzusammensetzung
und im Proteingehalt unterscheiden. Die Aufienmembran
umgibt das Mitochondrion. Die Innenmembran erstreckt
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sich in mehr oder minder dichter Packung endlos gefaltet
oder in rohrenformiger Anordnung im Innemn der Mito-
chondrien. Sie weist eine sehr groBe Oberfliche auf. Die
von ihr umschlossene mitochondriale Matrix besteht aus
einem dichten Proteingel. Abgesehen von den Membran-

Abb. 1. Mitochondrion aus dem Nebenhodencpithel der Maus.
61000-fache VergroBerung [9].

phasen gibt es somit zwei Raume in den Mitochondrien:
den Intermembran-Raum zwischen AuBen- und Innenmem-
bran und den Matrix-Raum.
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Abb.2.Schemader Struktur und der Fraktionierung von Mitochondrien.
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Mit Hilfe der Technik des ,negative staining“""! wurden
an der zur Matrix gerichteten Seite der Innenmembran
elektronenmikroskopisch charakteristische runde ,,Knop-
fe“ von etwa 90 A Durchmesser beobachtet!*%). Die AuBen-
membran zeigt diese Knopfe nicht. Inzwischen liegen Be-
weise vor, daB diese knopfformigen Untereinheiten mit der
kiltelabilen ATPase identisch sind, einem Enzym, das
einen Teilschritt der oxidativen Phosphorylierung kataly-
siert!!1]. Es ist allerdings fraglich, ob diese im elektronen-
optischen Bild sichtbaren Untereinheiten auch in der in-
takten Membran exponiert vorliegen. Moglicherweise
wurden sie aus einer prédexistierenden Struktur erst durch
Behandlung mit dem Reagens gebildet. Die Tatsache, daB
diese Strukturen nur an der Innenseite der Innenmembran
beobachtet werden, weist auf den asymmetrischen Aufbau
dieser Membran hin.

Charakteristische Unterschiede zwischen beiden Membra-
nen zeigen sich auch in der Lipidzusammensetzung (Ta-
belle 1). So findet man Cholesterin vorwiegend in der

Tabelle 1. Zusammensetzung der AuBen- und Innenmembranen von
Mitochondrien aus Meerschweinchen-Leber [12, 13].

AuBenmembran Innenmembran
Dichte 1.13 1.21
Protein : Lipid 1:0.829 1:0.275
Protein : Cholesterin 1:0.030 1:0.0051
Prozentualer Anteil der
einzelnen Phospholipide am
Gesamtphospholipid :
Cardiolipin 32% 21.5%
Phosphatidylinosit 13.5% 429
Phosphatidylathanolamin 25.3% 27.7%
Lecithin 55.2%, 44.5%,

AuBenmembran, wahrend Cardiolipin fast nur in der Innen-
membran auftritt!!2 =141, Zudem enthilt die Innenmembran
mehr Protein als die AuBenmembran. In der Lipidzusam-
mensetzung dhnelt die Innenmembran eciner Bakterien-
membran und die AuBenmembran der Plasmamembran.

Mitochondrien vermehren sich durch Teilung!*~!"}, Da-
durch stammen alle Mitochondrien eines Organismus von
den Mitochondrien der Eizelle ab. Die in den Mitochon-
drien vorhandene Desoxyribonucleinsiure (DNS)!!8-2t
unterscheidet sich von der DNS im Zellkern, sie hat wie die
bakterielle DNS eine cyclische Struktur. Die mitochondriale
DNS determiniert jedoch nur einige, fiir die Mitochondrien-
genese essentielle Proteine!??). Die Synthese der meisten
mitochondrialen Proteine wird vom Zellkern gesteuert.
Man spekuliert, da3 die aeroben Zellen aus einer Symbiose
zwischen anaeroben Zellen und von diesen phagocytierten
aeroben Bakterien hervorgegangen sind!?3, Nach dieser
Hypothese ist die mitochondriale AuBenmembran auf die
durch Phagocytose nach innen gestiilpte Zellmembran und
die mitochondriale Innenmembran auf eine Bakterien-
membran zuriickzufiihren.

[***] Beim ,negativ staining" wird die zu untersuchende Probe auf
einem Fliissigkeitsfilm durch Oberflichenspannung ausgebreitet. Man
bringt dann Phosphowolframat auf die Schicht. Bei elektronenmikro-
skopischer Betrachtung geben Zellstrukturen einen negativen Kontrast.
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2. Permeationsverhalten der Mitochondrien

Untersuchungen mit isolierten Mitochondrien ergaben,
daB ein Teil des Mitochondrienraumes fiir niedermolekula-
re Substanzen, z.B. anorganische Ionen, Nucleotide,
Aminosduren und Saccharose, frei permeabel ist. Fiir groBe
Molekiile, wie polymere Zucker oder Proteine, ist dieser
Raum dagegen nicht zuginglich. Die Grofle dieses fiir
Saccharose permeablen Raumes ld8t sich durch die Tonizi-
tit des Mediums beeinflussen. Unter isotonischen Bedin-
gungen entspricht der fiir Saccharose permeable Raum
etwa einem Drittel des gesamten mitochondrialen L3sungs-
raumes. Beim Ubergang vom isotonischen zum hypotoni-
schen Medium vergroBert sich der fiir Saccharose im-
permeable Raum auf K osten des fiir Saccharose permeablen
Raumes. In parallel dazu durchgefiihrten elektronenopti-
schen Untersuchungen wurde ein Schwellen des Matrix-
Raumes (sieche Abb. 2) bei gleichzeitiger Verringerung des
Intermembran-Raumes beobachtet. Ein GroBenvergleich
zwischen den funktionell gemessenen und morphologisch
beobachteten Raumen zeigte, daB der fiir Saccharose per-
meable Raum mit dem Intermembran-Raum und der fiir
Saccharose impermeable Raum mit dem Matrix-Raum
identisch ist>* 251 Aus dem Ergebnis ist ersichtlich, daB
die AuBenmembran fiir niedermolekulare Substanzen
durchlissig ist, wihrend die Innenmembran die osmotisch
aktive Membran darstellt.

3. Lokalisation mitochondrialer Enzyme

In den Mitochondrien enthaltene Enzyme kénnen im Ma-
trix-Raum oder im Intermembran-Raum vorliegen. Sie
konnen auch strukturgebunden Bestandteil der Innen- oder
AuBenmembran sein. Ein Enzym der Innenmembran kann
zum Matrix-Raum oder zum Intermembran-Raum gerich-
tet sein.

Um ein mitochondriales Enzym einem dieser Orte zuzu-
ordnen, wurden zwei Wege beschritten : funktionelle Unter-
suchungen an intakten und aufgebrochenen Mitochondrien
sowie Fraktionierung der Mitochondrien mit anschlieBen-
der Messung der Enzymaktivitdten in den Fraktionen.

Die funktionellen Untersuchungen gehen von der Tatsache
aus, daB der Intermembran-Raum fiir Substrate und
Nucleotide frei permeabel ist. Der nicht frei permeable
Matrix-Raum enthalt u. a. die mitochondrialen Nucleotide
und Mg?*-lonen. Die Innenmembran ist fir Nucleotide
undurchlassig, lediglich fiir Adeninnucleotide besteht ein
spezifischer Transport, auf den noch niher eingegangen
wird. Dieser Transport wird durch Atractylosid (Ab-
schnitt 7) gehemmt. Die Lokalisation eines Enzyms inner-
halb der Mitochondrien 14Bt sich u. a. dadurch bestimmen,
daBl man die Reaktivitdt mit intra- oder extramitochondri-
alen Nucleotiden, Empfindlichkeit gegen Atractylosid so-
wie die Abhingigkeit von zugesetzten Mg?*-Ionen miBt.

Die Fraktionierung der Mitochondrien beruht auf einer
gezielten Offnung der AuBenmembran. Die 16slichen En-
zyme des Intermembran-Raumes werden freigesetzt und
erscheinen im Uberstand. Abbildung 2 zeigt ein Schema
dieses Vorgehens. Eine Moglichkeit, die AuBenmembran
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gezielt zu 6ffnen, ist die Behandlung von Mitochondrien
mit hypotonen Medien!!?'?4. Da die Innenmembran
osmotisch aktiv ist, schwillt im hypotonen Medium der
Matrix-Raum, die Innenmembran driickt gegen die AuBen-
membran und sprengt diese auf.

Eine andere Methode, selektiv die AuBenmembran zu
o6ffnen, macht sich die Tatsache zu Nutzen, dall Cholesterin
vorwiegend in der Aulenmembran vorkommt. Bekanntlich
geht Cholesterin mit Digitonin eine Verbindung ein. Die
Zugabe von Digitonin zu Mitochondrien bindet das Chole-
sterin der AuBenmembran und fiihrt zum Aufbrechen26-28!
der Membran. Durch Zentrifugieren im Dichtegradienten
lassen sich die Fragmente der Auenmembran, die zumeist
als Vesikel vorliegen, abtrennen. Ubrig bleiben die nackten
Mitochondrien, die aus der Innenmembran und der von
ihr umschlossenen Matrix bestehen. Bei diesen nackten
Mitochondrien stiilpen sich die Faltungen der Membran
nach auBen. Eine Behandlung mit Ultraschall fithrt zur
Zerstorung der Innenmembran. Aus den Membranfrag-
menten bilden sich kleine Vesikel, die sich durch Zentrifu-
gicren von den loslichen Proteinen des Matrix-Raumes
abtrennen lassen.

Aus der Lokalisation einiger wichtiger mitochondrialer
Enzyme, zusammengestellt in Tabelle 2, erkennt man
Grundziige der Organisation des mitochondrialen Stoff-

Tabelle 2. Lokalisation mitochondrialer Enzyme [24, 26-41].

Ort Enzym

Atmungskette

NADH-Oxidase

Succinat-Dehydrogenase

Fettsdure-CoA-Dehydrogenase

Glycerophosphat-Oxidase

Pyridinnucleotid-Transhydrogenase

ATP-Synthetase

Matrix Dchydrogenasen des Citratcyclus
B-Hydroxyacyl-CoA-Dehydrogenase
Succinat-Thiokinase
GTP-abhingige Fettsdureaktivierung
ATP-abhingige Fettsdureaktiviecrung

(fiir kurzkettige Fettsduren)

GTP-AMP-Phosphat-Transferase
Transaminasen
Citrullin-Synthetase
Pyruvat-Carboxylase

Innenmembran

Intermembran-Raum Adenylat-Kinase
Kreatin-Kinase
Nucleosiddiphosphat-Kinase

AuBenmembran ATP-abhingige Aktivierung langkettiger
Fettsduren
Phospholipase
Enzyme der Lecithinsynthese
Monoamin-Oxidase

wechsels: Die Oxidation der Substrate und diec damit ver-
bundene ATP-Synthesc finden an oder in der Innenmem-
bran statt. Die Prozesse der Substratzerlegung (Citrat-
cyclus. Fettsdureabbau) sind im Matrix-Raum lokalisiert.
Die dabei anfallenden Reduktionsiquivalente (in Form von
NADH, Succinat oder Acyl-Coenzym A) diffundieren an
die Innenseite der Innenmembran und werden dort oxidiert.
Die mit der Atmungskette gekoppelte ATP-Synthese findet
an der Innenseite der Innenmembran statt, das gebildete
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ATP gelangt in den Matrix-Raum. Sorgfiltig bereitete
nackte Mitochondrien zeigen dementsprechend alle wesent-
lichen Eigenschaften von ganzen Mitochondrien!?¢), Da-
gegen scheinen die Enzymaktivitdten im Intermembran-
Raum (die iibrigens teilweise auch auflerhalb der Mito-
chondrien vorkommen) und die Enzyme der AuBenmem-
bran eine mehr akzessorische Bedeutung zu haben.

4. Eigenschaften der Innenmembran

Aus funktioneller Sicht 148t sich der Intermembran-Raum
dem extramitochondrialen Raum zurechnen. Trennwand
zwischen dem mitochondrialen und dem extramitochon-
drialen Stoffwechselkompartiment ist die Innenmembran.
Durch diese Membran miissen die Substrate der mitochon-
drialen Oxidation, vor allem Brenztraubensiure und Fett-
sduren, sowie Orthophosphat und ADP in den Matrix-
Raum gelangen und das Produkt ATP aus den Mitochon-
drien ausgeschleust werden.

Geschlossene Membranen sind grundsitzlich sowohl fuir
Kationen als auch fiir Anionen undurchlissig. Fiir undisso-
ziierte Sduren oder Basen sind Membranen ein wesentlich
geringeres Permeationshindernis, da sie sich in gewissem
MaBe in der Lipidschicht der Membran 16sen konnen.
Damit besteht die Mglichkeit, daBl Anionen und Kationen
iiber die mit ihnen im Gleichgewicht stehenden undisso-
ziierten Molekiile die Membran passieren. Wahrscheinlich
trifft dies fiir einige Monocarbonsduren zu. Bei Di- und
Tricarbonsduren sowie bei der Phosphorsiure liegen die
Dissoziationsgleichgewichte im Neutralbereich dagegen
soweit auf Seiten der Anionen, da} Membranen fiir diese
Substanzen praktisch undurchlissig sind 2],

Im Zusammenhang mit den Permeationseigenschaften von
Membranen fdllt es auf, daB die wichtigsten Substrate der
Mitochondrien, die Brenztraubensidure und die Fettsiduren,
Monocarbonséuren sind. Andererseits liegen die Zwischen-
produkte der mitochondrialen Substratzerlegungscyclen
(Citratcyclus und Oxidation der Fettsiuren) als Di- oder
Tricarbonsiduren oder als Derivate des Coenzym A (einer
phosphathaltigen Verbindung) vor, die nicht frei durch die
Innenmembran diffundieren koénnen. Gleiches gilt fir die
an der Substratzerlegung beteiligten Pyridinnucleotide
und fiir die an der Energiekonservierung beteiligten Adenin-
und Guaninnucleotide.

5. Transport von Substraten

Sowohl! die Brenztraubensiure als auch die kurzkettigen
Fettsduren konnen wahrscheinlich ohne spezielle Trager
(carrier) die Innenmembran passieren*2!. Neuere Befunde
iiberdas Vorkommen eines speziellen Trégers fiir das Brenz-
traubensiure-Anion in der Innenmembran®3! bediirfen
weiterer Untersuchungen.

Wihrend die kurzkettigen Fettsiuren im Matrix-Raum
aktiviert (d. h. mit Coenzym A verkniipft) werden, erfolgt
die Aktivierung der langkettigen Fettsduren, z. B. Palmitin-
saure, bereits an der Aulenmembran oder am endoplasma-
tischen Retikulum*¢~ 3?1 Damit ergibt sich fiir die Mito-
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Innen -
Intermembran - memlbran Matrix
Raum

Palmitat Palmityl-

+ATP XEOA-SHXcarnitin)CEOA-SH

AMP Palmityl- Carnitin Palmityl - CoA =f-Oxidation
+ Pyrophosphat CoA
[2838.3] TransferaseI  Transferase Il

chondrien das Problem, die aktivierten Fettsiuren durch
die fiir Coenzym A und dessen Derivate undurchldssige
Innenmembran in den Matrix-Raum zu bringen. Dazu
dient ein spezieller Transportmechanismus, der jedoch
noch nicht in allen Einzelheiten geklirt ist. Fiir Diskussio-
nen liber einen mdglichen Reaktionsverlauf (Abb. 3} sind
drei experimentelle Befunde wichtig: a) Fiir die Oxidation

]

Abb. 3. Schema der Aktivierung langkettiger Fettsduren und des Trans-
portes der aktivierten Fettsduren in den Matrixraum [45].

von Palmitat ist Carnitin [3-Hydroxy-4-(trimethylam-
monio)butyrat] erforderlich!*#. b) Weder Carmitin noch
Coenzym A oder dessen Ester konnen die Innenmembran
passieren!*5-#6). ¢) Man hat zwei verschiedene Acyl-Co-
enzym-A-Camitin-Transferasen entdeckt, von denen eine
in der Innenmembran gebunden ist™”), Vermutlich wird
durch die dullere Transferase (I) das auBerhalb der Innen-
membran befindliche Acyl-Coenzym A in Acylcarnitin
{ibergefiihrt und dabei Coenzym A freigesetzt. Man stellt
sich vor, daB die Transferase in der Innenmembran (1)
vektoriell angeordnet ist*5), d. h. daB8 die Bindungsstellen
fir Carnitin und Acylcarnitin nach auflen, die Bindungs-
stellen fiir Coenzym A und Acylcoenzym A zur Matrix
gerichtet sind. Nach diesem Schema gelangt Acylcarnitin
von auBen an die Innenmembran, der Acylrest wird ,,hin-
durchgereicht“ und reagiert mit dem mitochondrialen
Coenzym A an der Innenseite der Membran. Es ldge hier
eine Funktionseinheit zwischen chemischer Reaktion und
gerichtetem Membran-Transport vor.

Fiir die Zwischenprodukte des Citratcyclus ist die Innen-
membran undurchldssig. Diese Undurchlissigkeit wird
durch spezifische Triger iiberbriickt®~ 3], Der Dicarbon-

sdure-Trdger transportiert Malat und Succinat im Aus-’

tausch mit diesen Dicarbonsduren oder mit Phosphat. Der
Transport von Citrat und Isocitrat durch den Citrat-Tréger
und der Transport von a-Ketoglutarat durch den a-Keto-
glutarat-Tréger erfolgt im Austausch mit Dicarbonsduren.
Dariiber hinaus gibt es Hinweise fiir einen spezifischen
Transport von Glutamat.

Der Transport von Malat ist fiir die Gluconeogenese wich-
tig. Der Anfangsschritt dieser Stoffwechselkette, die Carb-
oxylierung von Pyruvat, erfolgt im Matrix-Raum*°. Das
dabei gebildete Oxalacetat kann nach Reduktion als Malat
aus den Mitochondrien heraustransportiert werden, Die
weiteren Syntheseschritte bei der Gluconeogenese laufen
dann auBerhalb der Mitochondrien ab.

Der Transport von Citrat spielt bei der Lipogenese eine
Rolle®*4. Ausgangssubstanz fiir die Synthesekette der
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Lipogenese ist Acetyl-Coenzym A, welches in den Mitochon-
drien z. B. aus Pyruvat gebildet wird. Da die Fettsynthese
auflerhalb der Mitochondrien stattfindet, ergibt sich die
Notwendigkeit, das Acetyl-Coenzym A aus den Mitochon-
drien auszuschleusen. Da die Innenmembran fiir Coenzym
A und dessen Thioester impermeabel ist, findet ein indirek-
ter Transport statt. In den Mitochondrien kondensiert
Acetyl-Coenzym A mit Oxalacetat zu Citrat, dieses wird
iiber den Citrat-Triger in den extramitochondrialen Raum
transportiert und dort in Acetyl-Coenzym A und Oxal-
acetat zuriickverwandelt.

6. Transport von Phosphat

Der Transport von Phosphat durch den Phosphat-Tréger
erfolgt im Austausch mit Hydroxid-Ionen oder als Cotrans-
port mit Protonen'®?4%351 Diese Moglichkeiten lassen
sich experimentell nicht unterscheiden. Der Transport wird
durch sehr geringe Konzentrationen von Verbindungen
gehemmt, die SH-Gruppen blockieren!*®~ 38l Demnach
enthilt der Phosphat-Triger freie SH-Gruppen. Durch
den Phosphat-Transport kann das fiir die oxidative Phos-
phorylierung erforderliche Phosphat in den Matrix-Raum
gelangen. Da der Transport von Phosphat mit Ausnahme
von Hydroxid-lonen ohne Austausch mit Anionen statt-
findet, hingegen der Transport von Dicarbonsduren im
Austausch mit Phosphat, und der Transport von Tricarbon-
sduren im Austausch mit Dicarbonsiduren, kommt dem
Phosphat-Transport eine Schliisselfunktion fiir die Auf-
nahme von Di- und Tricarbonsduren in die Mitochondrien
zu.

7. Transport von Adeninnucleotiden

Durch einen Triger wird das ADP in das Mitochondrion
hinein- und das gebildete ATP aus den Mitochondrien
hinausbefordert (Abbildung 4). Dieser Trager ist fir ADP
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Abb. 4. Funktionsschema des Adeninnucleotid-Transportes.

und ATP spezifisch. AMP, Guanin, Uracil-, Cytidin- und
Pyridinnucleotide werden nicht befordert'*%). Der Trans-
port ist ein obligater Austausch: fiir jedes hineintranspor-
tierte Adeninnucleotid-Molekiil wird ein anderes hinaus-
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transportiert. Wahrscheinlich kann der Trédger in unbela-
denem Zustand die Membran nicht passieren!®®. Auf diese
Weise bleibt die Summe der mitochondrialen Adenin-
nucleotide konstant. Die Affinitit des Trégers ist sehr hoch.
Bei einer ADP-Konzentration auflerhalb des Mitochon-
drions von 12-107% M wird bereits die halbmaximale Ge-
schwindigkeit des Transportes erreicht!*?). Atractylosid,
ein pflanzliches Glykosid aus der Mastix-Distel, und Bon-
kreksdure, ein Antibiotikum, sind spezifische Hemmer des
Adeninnucleotid-Transportes!®!~®3] Beide Substanzen sind
daher sehr starke Gifte.

Die Spezifitit des Adeninnucleotid-Trégers ist fiir beide
Transportrichtungen verschieden. Fiir den Transport von
innen nach auflen bestehen fiir ADP und ATP keine meB-
baren Unterschiede. Hingegen wird beim Hineintransport
das ADP gegeniiber dem ATP stark bevorzugt. Dies gilt
jedoch nur fiir intakte Mitochondrien, bei denen eine Kop-
pelung zwischen dem Elektronentransport durch die At-
mungskette und der AT P-Synthese vorliegt. Bei Aufhebung
dieser Koppelung durch ,Entkoppeler” (z. B. Dinitrophe-
nol) verschwindet die Bevorzugung von ADP beim Hinein-
transport; ATP wird dann ebensogut transportiert wie
ADP!%%-64] Man kann aus diesen Befunden schlieBen, daB
die Bevorzugung des ADP-Transportes einen Aufwand an
Energie erfordert. Diese Energie wird von der Atmungskette
bereitgestellt. Wie die energetische Beeinflussung des Trans-
portes erfolgt, ist im Einzelnen noch nicht geklidrt. Man
nimmtan,dafl durchden Elektronentransportder Atmungs-
kette ein Potential iiber die Innenmembran aufgebaut wird.
Da das ATP eine negative Ladung mehr als das ADP trigt,
kénnte ein Membranpotential eine Diskriminierung des
ATP-Transportes durch die Innenmembran bewirken!*2.

Die Asymmetrie in der Spezifitit des Adeninnucleotid-
Transportes fiihrt zu einer asymmetrischen Verteilung von
ADP und ATP zu beiden Seiten der Membran : Das Ver-
haltnis ATP/ADP ist auBerhalb der Mitochondrien gréfer
als innerhalbf®’!. Um dies nachzuweisen, wurde zu einer
aeroben Mitochondrien-Suspension in Gegenwart von
Substrat ADP gegeben. Nachdem dieses phosphoryliert,
und damit der Zustand der kontrollierten Atmung erreicht
worden war, wurden die Mitochondrien aus dem Medium
durch eine Siliconschicht in Perchlorsiure zentrifugiert(®®).
So konnten die Nucleotidspiegel im Matrix-Raum und im
umgebenden Medium im gleichen Experiment gemessen
werden (Tabelle 3). Das Verhidltnis ATP/ADP ergab sich

Tabelle 3. Phosphorylierungspotential AG' des ATP in Mitochondrien
und im Medium im Zustand der Atmungskontrolle (20°C) [65].

AG =AG, —RT-In([ATP][ADP] [ Phosphat])

AG) = —8.8 kcal/mol [70].

ATP Phosphat AG

ADP {mmol/Liter) (kcal/mol)
mitochondrial 39 35 -129
extramitochondrial 29 048 —-15.2

im Medium etwa 7-mal hoher als im Matrix-Raum. Unter
Beriicksichtigung der gemessenen Phosphat-Konzentra-
tionen 148t sich fiir beide Rdume die freie Energie der ATP-
Hydrolyse, auch als Phosphorylierungspotential bezeich-
net, berechnen. Man findet fir das ATP im Medium ein um
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2.3 kcal/mol negativeres Phosphorylierungspotential als
fir das ATP im Matrix-Raum.

Wenngleich eine exakte Berechnung des Phosphorylie-
rungspotentials in den Mitochondrien auf diese Weise
sicher nicht mdglich ist, so erkennt man doch, da} der
erforderliche Energieaufwand zur Ausschleusung des ATP
aus den Mitochondrien betrdchtlich sein kann. Dies hat
wichtige Konsequenzen fiir das Verhiltnis aus gebildetem
ATP und verbrauchtem Sauerstoff (P/O-Verhiltnis) in der
Zelle. Bekanntlich findet man in Sdugetier-Mitochondrien
fir Substrate, die auf der Stufe des NADH in die Atmungs-
kette einmiinden, ein P/O-Verhiltnis von 3, und fiir die
Substrate, die beim Flavoprotein angreifen, z. B. Succinat,
ein P/O-Verhiltnis von 2. Diese Zahlen erhilt man jedoch
nur, wenn das ATP/ADP-Verhiltnis auflerhalb der Mito-
chondrien kiinstlich niedrig gehalten wird. Man kann dies
durch Zugabe von Glucose und Hexokinase zum Medium
erzielen ; der endstindige Phosphatrest des extramitochon-
drialen ATP wird dann auf Glucose iibertragen. Ohne diese
,2ATP-Falle" beobachtet man niedrigere P/O-Werte, da ein
Teil der bei der Atmungskette gewonnenen Energie auf-
gewendet werden muB, um das AT P aus den Mitochondrien
auszuschleusen67],

Es stellte sich die Frage, ob die im Reagensglas beobachte-
ten Unterschiede zwischen den ATP/ADP-Verhiltnissen
innerhalb und auBerhalb der Mitochondrien auch in der
lebenden Zelle auftreten. Um diese Frage zu beantworten,
wurden die in einer perfundierten Leber ablaufenden
Rektionen durch plotzliches Abkiihlen auf —195°C ge-
stoppt, die gefrorene Leber gefriergetrocknet und in Heptan
homogenisiert. Durch Zentrifugieren des Homogenats in
einem Dichtegradienten aus Heptan-Tetrachlorkohlenstoff
wurden Mitochondrien und nicht-mitochondriales Zell-
material angereichert, und in den so erhaltenen Fraktionen
die Adeninnucleotide enzymatisch bestimmt. Dieses Ex-
periment zeigte, da} das ATP/ADP-Verhiiltnis in der gan-
zen Zelle auBerhalb der Mitochondrien mehr als 5-mal
groBer war als in den Mitochondrien!®®]. Es besteht somit
eine gute Ubereinstimmung mit den an isolierten Mito-
chondrien erhaltenen Ergebnissen.

8. Die Bedeutung des Adeninnucleotid-Transportes
fiir den Energiestoffwechsel der Zelle

Die lebende Zelle hat die Tendenz, ihren ATP-Spiegel auf
konstanter Hohe zu halten. Ein Absinken des ATP-Spie-
gels bei ATP-Verbrauch kann kurzfristig durch ATP-Re-
serven ausgeglichen werden. Derartige ATP-Reserven sind
das ADP, welches durch die Adenylat-Kinase mit ATP und
AMP im Gleichgewicht steht, sowie das Kreatinphosphat :

Adenylat-
Kinase

2 ADP =—— ATP + AMP

Kreatin=-

o
ADP + Kreatinphosphat =—==== ATP + Kreatin

Man kann diese Systeme als AT P-Puffer betrachten. Letzt-
lich wird der ATP-Verbrauch durch ATP-Synthese kom-
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pensiert. Beim aeroben Stoffwechsel der Glucose werden
959 des anfallenden ATP in den Mitochondrien syntheti-
siert. Die oxidative Phosphorylierung ist somit Haupt-
lieferant fiir das ATP in der Zelle.

Der ADP-Spiegel im Matrix-Raum kontrolliert die At-
mung. Je hoher der Spiegel ist, desto hoher ist die Atmungs-
geschwindigkeit und damit auch die Geschwindigkeit der
ATP-Synthese. Die halbmaximale Geschwindigkeit der
oxidativen Phosphorylierung wird jedoch erst erreicht,
wenn etwa die Hilfte der Adeninnucleotide im Matrix-
Raum als ADP vorliegen!®®!,

Wenn die Adeninnucleotid-Spiegel innerhalb und auBer-
halb der Mitochondrien gleich wiren, miiBte der zelluldre
ATP-Spiegel relativ stark absinken, um eine groBere Stei-
gerung der Atmung zu bewirken. In diesem Falle wiren
die ,,ATP-Puffer” erschopft, ehe eine verstirkte ATP-Syn-
these stattfinden konnte. Tatsdchlich hat man jedoch beim
Muskel beobachtet, daB nach Reizung eine starke Atmungs-
steigerung eintritt, ehe das Kreatinphosphat erschopft
istl"!1 Offenbar spielt hier der Adeninnucleotid-Transport
eine wichtige Rolle. Durch die energieabhingige Bevorzu-
gung des ADP-Hineintransportes resultiert aus einer ge-
ringen Erh6hung des ADP-Spiegels im extramitochondri-
alen Raum eine starke ErhShung des ADP-Spiegels im
Matrix-Raum, wodurch die ATP-Synthese in den Mito-
chondrien stimuliert wird. Der fiir den Adeninnucleotid-
Transport erforderliche Energieaufwand wire so als ein
Beitrag zur Konstanthaltung des zelluldren ATP-Spiegels
zu verstehen.
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Die technischen, elektrochemischen und priparativen Aspekte der kathodischen Dimerisie- .
rung, die zu bifunktionellen Verbindungen fiihrt, werden zusammenfassend dargestellt. Am
Beispiel der Hydrodimerisierung des Acrylnitrils werden der EinfluB der Reaktionsparameter
und der Mechanismus eingehend diskutiert. Neben der Hydrodimerisierung aktivierter Ver-
bindungen kann die Verkniipfung auch iiber eine Halogenidabspaltung oder iiber die Ent-
ladung von Kationen laufen. Von besonderem praparativem Interesse sind Kupplungen zweier
verschiedener Molekiile, die z. B. Ester, Alkohole oder Ketone mit Cyangruppen sowie asym-
metrische Diole ergeben konnen. Technische Anwendung hat bisher die reduktive Dimerisie-
rung von Acrylnitril, f-Chlorpropionitril, Aceton, Acetylpyridin, Nitrobenzol (— Benzidin)

und von Pyridiniumsalzen gefunden.

1. Einleitung

Das Gebiet der kathodischen Dimerisierung hat sich in
den letzten Jahren besonders schnell entwickelt. Dies ist
gewif kein Zufall, birgt doch gerade dieser Teil der organi-
schen Elektrosynthese sehr interessante Aspekte prapara-
tiver, technischer und mechanistischer Art. Das Ziel dieses
Fortschrittsberichtes ist ein umfassender Uberblick unter
besonderer Beriicksichtigung der technischen und elektro-
chemischen Moglichkeiten. Erst vor kurzem hat Baizer
(zusammen mit Petrowitsch), der sich um die Entwicklung
des Gebietes auBerordentliche Verdienste erworben hat,
einc brillante Gesamtschau iiber die synthetischen und
mechanistischen Aspekte gegeben!!). AuBerdem wird die-
ses Thema in einer neuen Ubersicht iiber die organische
Elektrosynthese ausfiihrlich behandelt!?]. Uberschneidun-
gen mit diesen Publikationen lieBen sich nicht ganz ver-
meiden, wurden aber auf ein Minimum beschrankt.

Bei der kathodischen Dimerisierung nimmt das organische
Molekiil direkt ein Elektron an der Elektrode auf. Esdurch-
l4uft also die Zwischenstufe eines Radikalions. Die negati-
ve Ladung wird nach Schema 1 kompensiert durch Auf-
nahme von Protonen (,,Hydrodimerisierung®), durch Ab-
spaltung von Halogenid-lonen oder durch die positive La-
dung des Substrats, wenn dieses als Kation vorliegt. Jeden
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dieser Fille kann man im Prinzip noch unterteilen in die
Dimerisierung zweier gleicher Molekiile, wobei man ein
symmetrisches Produkt erhilt, in die Kupplung zweier
verschiedener Molekiile und in die zu cyclischen Produk-
ten fihrende intramolekulare Reaktion.

2X +2H® + 20 —— HX—XH
Hydrodimerisicrung zweier gleicher Molekiile

X + X' +2H® + 26 HX—XH
Hydrodimerisierung zweier verschiedener Molekiile

M
X—X +2H® + 20 HX—X'H
cyclisierende Hydrodimerisierung

2X-—Hal — 2Hal® + 28 —— X—X
Dimerisierung unter Halogenidabspaltung

2X® + 26 X—X
Dimerisierung von Kationen

Schema 1. Ubersicht iiber die kathodische Dimerisierung. (Streng ge-
nommen sind die zweite und die dritte Variante keine Dimerisierun-
gen.)

Wenn das Monomere eine oder mehrere funktionelle Grup-
pen trdgt, entstehen bi- bzw. polyfunktionelle Dimere. Die
kathodische Dimerisierung ist daher eine wertvolle pridpa-
rative Methode zur Synthese solcher Verbindungen. Da in
allen Fillen pro Monomeres nur ein Elektron aufgenom-
men wird, ist der Energiebedarf vergleichsweise gering. Dies
kommt einer technischen Anwendung auflerordentlich
entgegen.

Die Bildung eines symmetrischen Dimeren ist nur eine von
mehreren Reaktionsméglichkeiten. Das Molekiil kann im
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