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121. Zur Struktur der ATP-Komplexe zweiwertiger Kationen
II1. Wechselwirkung zwischen Zentral-Ion und Adeninring
von U.Handschin und H. Brintzinger
(31. I11. 62)

1. Einlettung. In fritheren Mitteilungen?)?) berichteten wir iiber einige Besonder-
heiten der Bindungsverhiltnisse bei Adenosintriphosphorsiure(ATP)-Metallionen-
Komplexen. Wir stellten fest, dass Mn?+, Co?*, Ni?*+ und Zn?* in ihren ATP-Komplexen
hochstwahrscheinlich keine Chelatbindung mit dem Adeninteil der ATP-Molekel
eingehen. Bei einer inzwischen publizierten Kernresonanz-spektroskopischen Unter-
suchung von CorN & HuGHES?) ergaben sich jedoch u. a. Anhaltspunkte fiir gewisse
Wechselwirkungen zwischen Zentralionen wie Mn?*+, Zn?*+ und Cu?+ und dem Adenin-
ring.

Wir haben nun versucht, ndher zu charakterisieren, welche Wechselwirkungen
zwischen dem Adeninteil des ATP-Liganden L und dem an dessen Phosphatkette
gebundenen Metallion M auftreten kénnen. Dazu bot sich folgender Weg: Wie von
Horta, BrRAEMS & MORALESY) vor einiger Zeit gezeigt wurde, kann in dem Komplex
der Zusammensetzung MHL5) der Adeninrest protoniert werden. Die Basizitit des
Adeninringes muss jedoch unter dem Einfluss des Zentralions — je nach Art und Starke
der Wechselwirkung zwischen diesen beiden - mehr oder weniger erniedrigt sein. Eine
genaue Bestimmung der Basizitit des Adeninringes in den verschiedenen MHL-
Komplexen sollte daher im Sinne unserer Fragestellung wesentliche Information
liefern.

2. Methode. Titriert man eine saure Losung von ATP in Gegenwart eines relativ
grossen Metallionen-Uberschusses, so zeigt die Titrationskurve — wie die von freiem
ATP - die Form zweier regulidrer Puffergebiete®). Beide Puffergebiete sind jedoch
gegeniiber freiem ATP zu niedrigeren pH-Werten verschoben und iiberlappen ein-
ander nunmehr stark®). Die Konstanten Ky , KII:/I[H,,L und Kgaﬂ) sowie die Metall-
ionen-Konzentration [M] bestimmen hierbei die scheinbare Konstante Ky fiir das
untere der beiden verschobenen Puffergebiete folgendermassen:

KP,I,L = KE,L K%H,L ([M] + KﬁHL)/KﬁHL ([M] + KﬁH,L)' (1)

Zur Bestimmung der beiden Unbekannten K%H'L und KMy aus Gleichung (1) miissen
Titrationen bei mindestens zwer Metallionen-Konzentrationen ausgefithrt werden.

1) H. BRINTZINGER, Helv. 44, 935 (1961).

2) H. BRINTZINGER, Helv. 44, 1199 (1961).

3) M. Coun & T. R. HuGHEs jr., J. biol. Chemistry 237, 176 (1962).

1) K. HotTa, J. BRauMs & M. MORALESs, J. Amer. chem. Soc. 83, 997 (1961). Mit der von den
Autoren vorgenommenen weiteren Interpretation der Ergebnisse kénnen wir uns nicht ein-
verstanden erkliren.

5) Das Proton des Komplexes MHL ist an der Phosphatkette fixiert.

6} A. E. MArRTELL & G. ScHwarRzZENBACH, Helv. 39, 653 (1956).

7} Die Konstanten K%,( beziehen sich auf die Dissoziation des Ions X aus der Komplexpartikel Y.
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Die Konstanten lassen sich dann graphisch oder arithmetisch leicht ermitteln, und
damit auch die gesuchte Konstante K;/I{H,L:
PR = PKEL + PR — PR - (@)
Eine analoge Auswertung der Senkung des oberen Puffergebietes mittels einer zu
(1) analogen Gleichung sollte wiederum zur Konstante K3, und ausserdem zu K
fithren.
Wir verwendeten fiir die Titrationen je 100 ml einer 8-10-*m ATP-Lésung, der die Metall-
ionen Mg2+, Mn2*, Zn?+ oder Cu?+ in Form ihrer Chloride und in Xonzentrationen von m/30, M/100
resp. M{300 zugesetzt waren. Mit KCl wurde die Ionenstirke auf 0,1 konstant gehalten?®). Die

Titrationskurven wurden bei 20° mit Hilfe eines automatischen Combititrators (kombinierte
Glaselektrode UX) der Firma MeTROEM AG., Herisau, aufgenommen.

Tabelle 1. Scheinbare Dissoziationskonstanten PKII{,L (in Klammern: PKI,{L) fivr AT P in Gegenwart
von Metallionen

[M] - 1/300 1/100 1/30

Mgt | 3,95 (6,50) | 3,87 (5,32) | 3,75 (5,07) | 3,64 (4,85)
Mn2t | 3,91 (6,50) | 3,67 (4.84) | 3,56 (4,59) | 3,40 (4,37)
Zn2+ 3,93 (6,50) | 3,59 (4,75) | 3,46 (4,50) | 3,35 (4,25)
Cuz+ 4,00 (6,50) | 3,25 (4,01) | 2,97 (3,80) | 2,78 (3,50)

3. Ergebnisse. Die scheinbaren pK-Werte des ATP in Gegenwart der verschiede-
nen Konzentrationen der untersuchten Metallionen sind in Tabelle 1 zusammen-
gefasst. Die wiederholten Titrationen von freiem ATP in Gegenwart von KCl8) geben
ein Bild von der Zuverldssigkeit der erhaltenen Werte: Die Streuungen um den er-
haltenen Mittelwert von ngaL = 3,95 sind < 0,05. Die fiir pKﬁHzL, pKMur und
pKﬁHEL erhaltenen Werte haben wie in Tabelle 2 aufgefiihrt. Diese Konstanten sind
teilweise mit grisserer Unsicherheit behaiftet, insbesondere me[H’L weist Streuungen
bis zu 0,2 pK-Einheiten auf. Die gesuchte Grosse pKﬁH’L wird jedoch wiederum
genauer erhalten und kann bis auf + 0,1 als gesichert betrachtet werden.

Tabelle 2. Dissoziationskonstanten verschiedener AT P-Komplexpartikel und ApK-Werle

Zentral- M M o M H M ApK, nach 1)
jon M |PEMuL| PKamr ([PRym,L| PEvy | PKymL| PRy | 4PK; | 4PK, (g 0 5.6 A
Mg2+ 1,58 2,09 3,44 3,84 4,75 - 0,5 1,7 2,2
Mn2+ 2,03 2,61 3,37 4,52 4,59 1,37 0,6 1,9 2,7
Zn2+ 2,00 2,78 3,27 4,75 4,53 1,41 0,7 2,0 2,6
Cu2+ 1,94 3,25 2,68 5,82 3,03 1,88 1,3 2,6 3,8

Obwohl es als sicher gelten kann, dass die Dissoziationskonstanten KﬁHQL sich
auf die Deprotonierung des Adeninringes beziehen, haben wir dies noch weiter belegt.
Nach einer von Hotta, BRAHMS & MORALES %) angegebenen Methode lisst sich die

%) Aus Untersuchungen von N. C. MELCHIOR (]. biol. Chemistry 208, 615 (1954)) ist bekannt,
dass auch K* mit ATP schwache Komplexe bildet. Zur Erzielung konstanter Ionenstirken
verwendeten wir trotzdem KCl. Die gefundenen pK-Werte gelten somit nur fiir das angegebene
Medium.
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Protonierung des Adeninteils spektrophotometrsich bestimmen. Durch Messung der
Differenzabsorption bei 282,5 mu in Abhingigkeit vom pH der Losung erhielten wir
fir ATP in 0,1m KCl ein pK§; = 4,0, in M/30 ZnCl, pKj;; = 3,31. Diese Werte,
und folglich ebenso die entsprechenden potentiometrisch erhaltenen von 3,95 resp.
3,35, gelten ohne jeden Zweifel fiir die Protonierung des Adeninringes.

In Gegenwart von CuCl, verhilt sich die Differenzabsorption anomal: Sie nimmt —
im Gegensatz zum Verhalten in Gegenwart der andern Metallionen — zundchst ab,
um dann erst von pH ca. 3 an wieder zuzunehmen?). Diese Anomalie rithrt méglicher-
weise davon her, dass die bei ca. 280 myu schon recht ausgepridgte Charge-Transfer-
Absorption des Cu?+ durch die Komplexbildung mit dem Polyphosphat beeinflusst
wird.

Bei der Auswertung der oberen Puffergebiete ergaben sich sowohl fiir Kify; wie
auch fiir Ky Werte, die mit den aus dem unteren Puffergebiet resp. den aus fritheren
Messungen?) erhaltenen nicht iibereinstimmten. Wertet man jedoch die fiir die ge-
ringste verwendete Metallionen-Konzentration erhaltenen Ky mittels der aus Glei-
chung (1) erhaltenen K}y aus, so stimmen die nunmehr resultierenden Ky, recht
gut auf die friither erhaltenen. Bei den hoheren Metallionen-Konzentrationen ist die
Senkung des Puffergebietes stirker als auf Grund der Ausbildung von MHL und ML
zu erwarten ist. Dies bedeutet, dass der Verlauf der Titrationen durch das Auftreten
einer weiteren Komplexpartikels gestért wird. Tatsédchlich lassen sich die Abweichun-
gen durch das Auftreten von Komplexen der Zusammensetzung M,L erkliren. Die
fiir diese Komplex-Spezies ermittelten, ebenfalls in Tabelle 2 angegebenen Konstan-
ten Kf},L sind von einer fiir solche Partikeln durchaus zu erwartenden Gréssenordnung.

4. Diskussion. Die in Tabelle 2 enthaltenen Werte zeigen, dass die Protonierung
des Adeninringes die Stabilitit der Bindung des Metallions an der Phosphatkette ver-
mindert. Ebenso wird im Komplex mit dem Metallion der Adeninring weniger leicht
protoniert, als im freien ATP. Die Differenzen nggL — pKﬁHaL und pKigr — pKﬁHEL
miissen wegen Gleichung (2) identisch sein. Als ApK, bezeichnet, stehen sie in Spalte 6
der Tabelle 2. Das geringe Ausmass der gegenseitigen Beeinflussung zeigt, dass die
Wechselwirkung von Zentralion und Adeninring bei allen untersuchten Metallionen -
wie von uns vermutet?!) ~ nicht in einer direkten koordinativen Bindung, sondern in
einer schwachen elektrostatischen Feldwirkung seine Ursache hat.

An Iminodiessigsiure-Komplexen wurde von SCHWARZENBACH & SCHNEIDER?)
die elektrostatische Wirkung bestimmt, die eine in 5-6 A Entfernung angebrachte
positive Ladung auf verschiedene Metallionen ausiibt. Die hierbei fiir Mg2+, Mn3+,
Zn?*+ und Cu?+ gefundenen ApK-Werte, als ApKj bezeichnet, stehen in der letzten
Spalte der Tabelle 2. Der Vergleich mit den fiir die ATP-Komplexe ermittelten ApK;-

9) Die Extinktionswerte dndern sich hierbei ausserdem mit der Zeit, offenbar infolge der von
uns frither erwihnten Instabilitit der Cu-ATP-Komplexel)?).

10} G. ScHwWARZENBACH & W. ScHNEIDER, Helv. 38, 1931 (1955).

11y Eine Betrachtung der ApK,-Werte fiir das zweite, an der Phosphatkette fixierte Proton zeigt
(Tab. 2, vorletzte Spalte), dass diese ebenfalls viel kleiner sind, als fiir eine normale Chelat-
bindung mit einer direkten Konkurrenz zwischen Metallion und Proton zu erwarten ist. Dies
ist ein weiterer Hinweis auf die Berechtigung unserer Vermutung, dass es sich auch bei der
Fixierung des Zentralions an der Phosphatkette nicht um eine normale Chelatbindung handelt.
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Werten zeigt, dass alle untersuchten Metallionen im Komplex MHL die Protonierung
des Adeninringes 3—4mal weniger zu «spliren» bekommen, als fiir die Einfithrung
einer positiven Ladung in 5-6 A Entfernung zu erwarten ist. Ob dies teilweise auf eine
bessere dielektrische Abschirmung, oder wirklich auf einen 3-4mal grosseren Abstand
zuriickzufiihren ist, sei dahingestellt. Auf jeden Fallist als Ergebnis festzuhalten, dass
der durchschnittliche Abstand zwischen Metallion und Adeninrest ein bis zwei Wasser-
molekeln keinesfalls unterschreitet, denn dies miisste an vielfach héheren ApK,-
Werten sofort zu erkennen sein. Dieses Ergebnis ldsst sich mit aller Wahrscheinlich-
keit auch auf die Komplexe ML ausdehnen, in denen die Phosphatkette deprotoniert
ist und infolgedessen das Zentralion um einige Zehnerpotenzen stirker bindet als
in MHLY).

Anderseits ist jedoch zu bedenken, dass unsere Messungen ausgesprochen globaler
Natur sind. Sie kénnen deshalb nattirlich keine Auskunft dariiber geben, ob nicht
doch ein geringer, statistisch nicht ins Gewicht fallender Anteil der Molekeln MHL
und ML in anderen Konfigurationen vorliegt — z. B. mit einer Bindung zwischen
Metallion und Adeninrest. Dies wird durch die Existenz der Partikel M,L sogar wahr-
scheinlich gemacht, welche ja bedeutet, dass die ATP-Molekel den Metallionen Mn2+,
Zn?*+ und Cu2* zweierlei Haftstellen anbietet. Es l4sst sich abschitzen, dass ein solches
Metallion sich mit einer statistischen Haufigkeit von der Gréssenordnung 10-2 bei der
schwicheren, «irregularen» Haftstelle aufhalten wird.

Wenn diese — statistisch irrelevante — Haftstelle eine koordinative Bindung am
Adeninring impliziert, so wire dies eine ausreichende Erklirung fiir die Kern-
resonanz-Befunde von CouN & HuUGHES?). Eine weitere mogliche Erkiirung hier-
fiir liesse sich aber auch aus folgender Uberlegung ableiten: Die fiir unsere ApK,-
Werte verantwortliche Wechselwirkung zwischen Metallion und Adeninring betrigt
grossenordnungsmaéssig 1-2 kcal/Mol. Dies ldsst es denkbar erscheinen, dass unter
der elektrostatischen Wirkung des Zentralions dem Dipol des Adeninring-Systems
im Komplex eine andere Orientierung zum Rest der Molekel aufgezwungen wird, als
im freien ATP. Ausserdem konnte auch die sowohl von CorN & HUGHES?) wie von
uns?) festgestellte Einwirkung des Zentralions auf den Riboseteil der ATP-Molekel
sich indirekt am C-8 des Adeninringes bemerkbar machen.

Herrn Professor ERLENMEYER gilt unser besonderer Dank fiir wertvolle Hinweise und Kri-
tiken zu dieser Arbeit. Die Herren stud. phil. G. Vasciund B. Gisin, die ebenfalls an diesen Unter-
suchungen beteiligt waren, seien fiir ihre Mithilfe bedankt. Herrn Dr. B. Priys danken wir fiir
seine Unterstiitzung bei der Abfassung des Manuskriptes; und schliesslich ist es uns ein Anliegen,
der KOMMISSION FUR ATOMWISSENSCHAFT des SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS ZUR FORDE-

RUNG DER WISSENSCHAFTLICHEN FORSCHUNG zu danken, deren Unterstiitzung uns die Durch-
fithrung dieser Arbeit ermoglichte.

SUMMARY

The basicity of the adenin nucleus in the ATP complexes of Mg?+, Mn2t, Zn2+
and Cu?*+ has been determined. Some possible interactions between metal ions and
adenin nucleus are discussed. Coordinative binding between these two to any sta-
tistically important extent can be excluded: the average distance between metal ion
and adenin nucleus in these complexes is definitely greater than 5-6 A,
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