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other bivalent 3d-metal ions, the binding of the metal ion involves only the phosphate 
group at neutral or weakly acid pH, whereas at higher pH these complexes are 
deprdtonated with simultaneous formation of a chelate at the o-amino-N(1)-oxide 
group. This behaviour can be explained in terms of the coordination tendency of the 
two coordination sites in the adenosine-5’-monophosphate-N (1)-oxide molecule 
towards the respective metal ions, if proper account is taken of the concurrent 
coordination of protons. Universitat Basel, 
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187. Zum Mechanismus der Metallionen-katalysierten Hydrolyse von 
Adenosintriphosphat (ATP). I 

von P. W. Schneider und H. Brintzinger 
(8. VII. 64) 

1. P r o b l e m .  - 1.1. Zweiwertige Metallionen vermogen die hydrolytische Adenosin- 
triphosphat-Spaltung u. a. l) durch eine Beschleunigung der Reaktion 

ATP4- 2, + H,03) -+ ADPS- z, + H,PO,- (1) 
zu katalysieren ; insbesondere Cu2+ lost eine ausgepragte Reaktionsbeschleunigung bei 

l) Eine Beschleunigung der Reaktion ATP4- + OH- -f ADP-+  HPOb2- durch zweiwertige 
Metallionen ist schon langer bekannt [l] [2], weitere Literatur s. in [3]. (Die Zahlen in eckigen 
Klammern verweisen auf das Literaturverzeichnis, S. 1732.) 

2) ATP = Adenosin-5‘-triphosphat, ADP = Adenosin-5’-diphosphat. 
3, Dass hicr tatsachlich H,O und nicht OH- reagiert, sol1 in Abschnitt 2.3.3 belegt werden. 
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pH 5-6 am4) (Fig. 1). Reaktive Partikel bei dieser Metallionen-Katalyse ist offenbar 5 ,  

ein Komplex Mea+-ATP4- 
Bei der Untersuchung der Katalyse-Mechanismen ist zunachst zu beachten, dass 

in der Losung eines solchen Komplexes zahlreiche Komplex-Strukturen miteinander 
im Gleichgewicht stehen. So kann das Metallion an das N(7)-Atom, an die p- oder an 
die y-Phosphatgruppe der ATP4--Molekel koordiniert sein (siehe z. B. [S]). Welche 
dieser Komplex-Strukturen ist nun fur die Steigerung der Reaktivitat des ATP- 
Liganden verantwortlich ? 

4 5 6 7 d  
Fig. 1. pH-Abhangigkeit der Cua+-katalysierten 
A TP4--Hydrolyse 

1.2. Cu2+-ATP4-, welches an Reaktivitat alle anderen untersuchten Me2+-ATP4- 
bei weitem ubertrifft, nimmt auch hinsichtlich der Ausbildung der genannten Koordi- 
nationsmoglichkeiten eine Sonderstellung ein. Einerseits ergibt sich hier aus 1R.- 
Spektren in wasseriger Losung, dass Cu2+ vorwiegend direkt an die y-Phosphatgruppe 
koordiniert ist [917) (vgl. I). Andererseits ist aber auch in der weit uberwiegenden 
Mehrzahl der Cu2+-ATP4--Molekeln Cu2+ am N(7) des Adeninrings koordiniert [lo] 8 ) ,  

und zwar hochstwahrscheinlich entsprechend Struktur 11. Es muss also im Cu2+- 
ATP4- die terminale Phosphatgruppe unter Ausbildung eines makrocyclischen Chelat- 

4, Nach unabhangigen Befunden von TETAS & LOWENSTEIN [3] und von uns (vorl. Mitteilung [4] ; 
vgl. auch [5] [6]) .  

5 )  Die pH-Abhangigkeit in Fig. 1 zeigt an, dass sowohl Cue+-ATPH3- wie Cu2+-OH--ATP4- un- 
reaktiv sind (vgl. auch [3]). Zur moglichen Beteiligung von hoheren als 1: 1-Komplexen siehe 
Abschnitt 2.3.1 und 2.3.2. 

'I) Im. Gegensatz hierzu sind im alkalischen Milieu im allgemeinen polymere Metallion-ATP- 
Hydroxo-Komplexe mit weitgehend unbekannter Struktur (vgl. z.  B. [5 ]  171) Ausgangspunkt 
der Metallionen-katalysierten Reaktion. 

7) Dieses Verhalten zeigt auch Zna+-ATP4-; bei den ATP-Komplexen anderer untersuchter 
Metallionen ist - nach den 1R.-Spektren zu urteilen - im iibenviegenden Anteil der Komplex- 
molekeln das Metallion nicht direkt an die y-Phosphatgruppe koordiniert. 

*) Bei Zn2+, Ni2+, Co2+, Mna+, MgZ+ und Ca2+ betragen die entsprechcnden Anteile nur einige 
20 bis < 3%. 
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ringes an eine der in I1 durch H,O besetzten Koordinationsstellen des Cu2+ gebunden 
sein, und zwar wiederum bei der uberwiegenden Mehrheit der Komplexmolekeln, 
wahrend bei anderen zweiwertigen Metallionen eine solche makrocyclische Chelat- 
struktur nur mit geringer Haufigkeit auftritt. 

I I1 

Man kann nun vermuten, dass die grosse Reaktivitat von Cu2+-ATP4- mit dem 
hohen Ausbildungsgrad der makrocyclischen Chelatstruktur zusammenhangt. Diese 
Vermutung fuhrt, wenn sie sich bestatigt g), zur eigentlichen Kernfrage unserer Unter- 
suchung: Auf welchen Effekten beruht die auffallende Erhohung der Reaktivitat der 
terminalen Phosphatgruppe in dieser speziellen Komplex-Struktur ? 

Wir haben nun den Einfluss von Metallionen wie Cu2+ auf den Reaktionsablauf (1) 
einmal von seinen strukturellen Voraussetzungen her (Abschnitt 2)  und zum anderen 
von der Struktur seines Folgeproduktes aus zuruckverfolgt (Abschnitt 3), um die ent- 
scheidenden Zwischenstufen der Metallionen-katalysierten ATP-Hydrolyse mit 
einiger Sicherheit zu identifizieren (Abschnitt 4). 

2. Kinetische Untersuchungen. - 2.1. Metallionen-katalysierte Hydrolyse von 
Methyzyltri$hos$hat (MTP4-).  MTP4- ( = CH3-O-P0,--O-P0,--O-P032-) verhalt sich 
in bezug auf seine Hydrolysegeschwindigkeit im ganzen untersuchten pH-Bereich 
(Fig. 3) praktisch gleich wie ATP4-. An sich denkbare (vgl. z. B. [El) Nachbarschafts- 
effekte von Ribose- oder Adenin-Gruppe spielen also fur die Reaktivitat der termina- 
len P-0-P-Bindung auch im freien ATP offenbar keine Rolle. Im Gegensatz hierzu 
wirkt sich die uberfuhrung der beiden Triphosphat-Ester MTP4- und ATP4- in die 
betreffenden Cu2+-Komplexe auf die Reaktivitat sehr verschieden aus : im Gegensatz 
zu Cu2+-ATP4- - in welchem die Hydrolysegeschwindigkeit bei pH 5-6 um einen 
Faktor 530 gegenuber der des freien Liganden erhoht ist - wird die Hydrolyse von 
MTP4- im Cu2+-Komplex nur lOfach beschleunigt (siehe Tabelle) . Da hinsichtlich 
Stabilitat [lo] und Art der - im 1R.-Spektrum erkennbaren - Cu2+-Phosphat-Koordi- 
nation (siehe Fig. 2) Cu2+-MTP4- und Cu2+-ATP4- sich praktisch identisch verhalten, 
muss dieser Unterschied um einen Faktor 53 tatsachlich davon herruhren, dass im 

9) Es ist z.  R. zu zeigen, dass dle grossere Reaktivitat von Cu2+-ATP4- nicht einfach mit seiner 
hoheren Stdbilitat, sondcrn wirklich mit seiner speziellen Struktur zusammenhangt (vgl. z. B. 
[ll]), was - in etwns anderer Form - auch von TETAS & LOWENSTEIN [3] schon vermutet 
wurde. 
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Cu2+-MTP4- die oben genannte makrocyclische Chelatstruktur des Cu2+-ATP4- nicht 
vorliegt (andere Me2+-MTP4--Komplexe siehe Tabelle). 

2.2. Metalliolzen-katalysierte Hydrolyse von Inosintriphosphat. Beim Inosintriphos- 
phat (111, ITP) wird durch Ausbildung von Cu2+-ITP4- die hydrolytische Spaltung 

Beschleunigung deq HydroEyse von ATP4-,  ITP4- und MTP4- durch Komplexbildung mit zwei- 
wertigen Metallaonen. 

(Fett gedrucktc Zahlcn : Relative Geschwindigkeit in bezug auf freien Triphosphatester ; ZahIen in 
Iilammcrn: Gcschwindigkeitskonstanten crster Ordnung k [ l O - 4  min-I]. [ATPd-], [ITP4-] bzw. 
[MTPd-] = 1 0 - - 3 ~ ,  [Mea+] = 2 . lo-"; bci den angegebenen pH-Werten ist jeweils Me2+-ATP4- 

usw. annahernd vollstandig ausgebildet; t = 50") 

hTP4- 1 4 95 7 15 3 7 5  3 2 4 95 530 16 
( 0 3 )  (135) (2,21) (1,04) (0,06) (1,35) (158) (4,85) 

~ 

plIca. 8,O-8,4 6 , 7 6 , 9  6 , 7 4 9  6,6-6,8 6,6 6,8 6,6-6,8 5,3-5,5 6,2-6,4 

3 5 7 PH 
Fig. 2. Veranderungen der 112.-Spektren A 

von M T P 4 -  und ATP4- bei der Kopnplex- 
hildung wit Cuz+ ([MTP4-], [ATP4-] und Fig. 3. Hyd~ol~isegesch~andigkei ten uon A TP4-,  
[Cuz+] je 0 . 1 3 ~ ;  Messung in ~ ~ - , ~ - I R T R A N -  ITP4- und MTP4- und ihrer Cu2+-Komplexe 
Zellcn, im Gebict von ca. 1300 bis in Ahhangigkcit uom p H  
1100 cm-1 in H,O, von ca. 1100 bis ([ATP-] = 10-SM, [ITP-] und [MTP-]  

850 cm-l in D,O; 25') ebenso, [CU~+]  = 1, l  . 1 0 - 3 ~ ;  50") 
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6Ofach gegenuber freiem Ligand beschleunigt, also - obgleich etwas mehr als im Cu2+- 
MTP4- - weit weniger als im CuZ+-ATP4- (andere Metallionen siehe Tabelle). Die 
spezielle Art der Koordination von Cu2+ an das Adenin-Ringsystem des ATP (siehe 11) 
ist also offenbar ein entscheidender Faktor der Cu2+-katalysierten ATP-Hydrolyse 
(dies wird in Abschnitt 4.2 noch genauer diskutiert) ; das Ausbleiben der grossen 
Reaktivitatserhohung im Cu2+-Komplex ist nicht etwa durch das Fehlen der Ribose- 
gruppe im MTP verursacht. 

8 
e $-..e 

or o4 0 

9 o=v 
*A /o 

:P 

6.7 ? \o !O (yy N-2 -.___.. 
N k: 

111 1 ~ ~ 4 -  

2.3. Erganzende Urctersuchungen zur Ct4?+-katalysierten A TP-Hydro1yse.- 2.3.1. Ein- 
f luss der Cu2+-Konzentration. Um eine maximale Geschwindigkeit der Cu2+-katalysier- 
ten ATP-Hydrolyse zu erzielen, muss Cu2+ im Uberschuss gegeniiber ATP4- zugegeben 
werden (Fig. 4 ; vgl. auch [3]). Interpretations-Moglichkeiten lo) : 

a) Ein fur die Hydrolysegeschwindigkeit massgeblicher 2 : 1-Komplex ( C U ~ + ) ~ -  
ATP4- 11) k6nnte nach Cu2+-ATP4- + Cu2f (CuZ+),-ATP4- durch einen Cu2+-Uber- 
schuss gebildet werden ; 

2 Cu2+-ATP4- konnte durch 
Cu2+-Uberschuss die Bildung von nicht-reaktivem 1 : 2-Komplex auf Kosten des fur 
die Hydrolysegeschwindigkeit massgeblichen 1 : 1-Komplexes Cuz+-ATP4- verhindert 
werden. 

b) in einem Gleichgewicht Cu2+-(ATP4-), + Cu2+ 

49 P 1,3 1,s 1,7 1,9 2,0 
huivolente Cu'+/ATP4- 

Fig. 4. Beschleunigung der A TP4--Hydrolyse durch CGf in A bhlngigkeit von dessen Konzentration 
([ATP4-] = 1 0 - S M ;  50") 

lo) Cu2+-ATP4- ist so stabil [6] [7], dass eine Zuriickdrangung seiner Dissoziation zu Cu2+ + ATP4- 
durch einen Cu2+-Uberschuss dessen Wirkung nicht erklaren kann. 

1') Dies stunde nicht im Widcrspruch zu der in Abschnitt 1.1 angegebenen pH-,4bhangigkeit der 
CuZ++-katalysicrten ATP-Hydrolyse, da [(Cu%+),-ATP4-] ja zu [CuZ+-ATP4-] proportional ist 
( V d .  5 ) ) .  



1722 HELVETICA CHIMICA ACTA 

2.3.2. Zaisammensetzung der reaktiuen Kom$lex$artikel (Methode der kontinuier- 
lichen Variation nach JOB [13]). Die Frage, ob ein 2:l-  oder ein 1:l-Komplex die 
reaktive Partikel der Cu2+-katalysierten ATP-Hydrolyse ist, lasst sich mit Hilfe einer 
((JoB-Reihe)) entscheiden, wenn als Ordinate die Geschwindigkeit der katalysierten 
Reaktion gewahlt wird (Fig. 5). Es zeigt sich dann, dass die Reaktionsgeschwindigkeit 
ein Maximum bei einem Cua+-ATP4--Verhaltnis von nahezu 1 : 1 erreicht. Der Cu2+- 
Uberschuss (Fig. 4) maximiert also die Reaktionsgeschwindigkeit der ATP-Hydrolyse 
tatsachlich dadurch, dass die Ausbildung von Cu2+-(ATP4-), zuruckgedrangt wird 
(vgl. Abschnitt 2.3.1). Dies laisst sich in Fig. 5 auch daran erkennen, dass die Geschwin- 
digkeit im Bereich von Ligand-Uberschuss vie1 geringer ist, als wenn nur 1 : 1-Komplex 
in der Losung vorhanden ware. Fur die Bildung des nicht-reaktiven 1 : 2-Komplexes 
l a s t  sich hieraus abschatzen12) : 

[CU~+-(ATP~-)~] /[Cu2+-ATP4-] rATP4-1 E 4 . lo4. 

OP 0,s 
[Cu"]/ ([CuZ'l+[ATP'-]) - 

Fig. 5. Ernzittlung der Zusammensetmng des reaktiuen Komplexes nach der Methode der kontinuier- 
lichen Variation (die unterbrochenen Lin ien  stellen den theoretisch zu errnartenden Verlazl f f ir  7 : I -  bzw. 

2: I-Komfilex als  reaktiver Partikel dar) 
([ATP4-]+ [Cu2+] = 8,6 1 0 - s ~ ;  pH 5 ;  50') 

2.3.3. Einfluss der Ionenstarke. Veranderung der Ionenstarke von 2,5 . 1 0 - 2 ~  bis 
l~ durch Zusatz von NaC10, ist praktisch ohne Einfluss auf die Geschwindigkeit der 
Hydrolyse von Cu2+-ATP4- (siehe Fig. 6). Am geschwindigkeitsbestimmenden 
Reaktionsschritt kann also ausser Cu2+-ATP4- hochstens 13) noch die ungeladene 
Partikel H,O beteiligt sein. Ware namlich der geschwindigkeitsbestimmende Schritt 
eine Reaktion von OH- mit diesem Komplex, so musste sich wegen log k /k ,  = zI z2 1/1 

18) Eine entsprechende Reaktion ist auch fur CuZ+-Komplexe von Diphosphat bekannt [14] mit 
[CU~+(L~-)~]/[CU~+L~-] [L4-] = 3,95 . lo4. Urn bei unseren kinetischen Messungen nicht in das 
gegen kleine Veranderungen des Verhaltnisses von zugesetztem ATP und Metallion sehr 
empfindliche Aquivalenz-Gebiet zu geraten, haben wir die Messungen in Abschnitt 2.1, 2.2, 
2.3.3 und 2.3.4 mit Metallionen-uberschuss durchgefuhrt. 

Mechanismen bei der Spaltung der P-0-P-Bindung vgl. Abschnitt 4.2. 
13) uber dieBedeutung von in Cu2+-ATP4- koordinativ gebundenem H,O und von SN1- und SN2 
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iiber diesen Bereich der Ionenstarke die Reaktionsgeschwindigkeit um einen Faktor 
von mindestens14) 10 verandern [15]. 

5.10''. 

2.10-~. 

10-34' 

0 

0) - r 084 

Fig. 6 .  Hydrolysegeschwindigkeit von C u 2 + - A T P -  i n  A bhangigkeit von der Ionenstarke 
([ATP-] = 1 0 - 3 ~ ;  pH 6 ;  [Cu2+j = 1,2 * 1 0 - 3 ~ ;  Ionenstarke durch Zusatz von NaC10, einge- 

stellt; 50') 

2.3.4. Einfluss der CuZ+-A TP4--Konzentratzon. Die fur die Reaktion erster 
Ordnung Cu2+-ATP4- + CuZ+-ADP3- + HP0,2- berechnete Geschwindigkeitskon- 
stante ist um so hoher, je grosser die Ausgangskonzentration [Cu2+-ATP4-] ist (siehe 
Fig. 7)15). Dieser Effekt wird in Abschnitt 4.2.1 diskutiert. 

a ?  
- 

0 

/ 
0 

/a p 

[Cuz'-ATP'-] - 
Fig. 7. Hydrolysegeschwindigkeit (Geschrerindigkeitskonstante erster Ordnung [min-l]) in Abhangig- 

keit von der Ausgangskonzentration [ C U ~ + - A T P ~ - J  
([Cuz+] /[ATP4-] = konst = 1,l; pH 5 ;  50") 

3. Struktur-Untersuchungen. - 3.1. d-d*-Absorptionzsbande von Cu2+. Wahrend 
der hydrolytischen Spaltung von Cu2+-ATP4- andert sich die d-d*-Absorptionsbande 
des komplexgebundenen Cu2+ auffallend (Fig. 8). Das Maximum verschiebt sich von 
ca. 800 auf ca. 750 mp, wobei E von 30,5 auf 46,2 steigt. Die Extinktionszunahme bei 
760 mp ist hierbei vollig synchron zur Abspaltung der terminalen Phosphatgruppe 
(Fig. 9). 
______ 

14) Je nachdem welchen Wert fur dic effektive Ladung der Phosphatkette in Cu2+-ATP4- wir als 
2% einsetzen. 

15) Urn den Vergleich verschiedener Messungen nicht durch einen solchen Konzentrationseffekt zu 
verfalschen, wurden alle bisher besprochenen Messungen bei ATP- bzw. ITP- oder MTP- 
Konzentrationen von 1 0 - 3 ~  durchgefiihrt. 
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3.2. Rotationsdispersion. Noch auffallender ist eine die hydrolytische Spaltung von 
CuZf-ATP4- begleitende Veranderung der Rotationsdispersion (Fig. 10) : Der mit der 
Absorption des Adeninrings bei 260 mp verbundene COTTON-Effekt kehrt hierbei sein 
Vorzeichen um, so dass - wiederum vollig synchron zur Abspaltung der terminalen 
Phosphatgruppe (siehe Fig. 9) - die urspriinglich negative Drehung positiv wird. Die 

Fig. 8.  Extinktionszunahme und kurzwellige 
Vevschiebung dev CuZ+-d-d*-Bande beim Ubergang 
Cua+-ATP4- -+ Cu2+-ADP-f  H2P04- 

720 640 560 mp ([ATP4-] = [Cu2+] = 2 * lO-'M ; pH 6,0-5,7; 25') 

[MI E,@ Pi/ATP 

Fig. 9. Zeitlicher Verlauf von Extinktionszunahme bei 760 mp, Drehungsanderung bei 546 m,u und 
Phosphatjreisetzung bei der Hydrolyse von Cu2+-ATP4- 

(Bedingungen wie in Fig. 8)  

graphische Auswertung von Fig. 10 nach der DRuDE-Gleichung (vgl. [16]) zeigt, dass 
die Wellenlange der Null-Drehung hierbei mit 2, = 260 mp unverandert bleibt 
(Fig. 11). 

3.3. Zusanzmensetzung des rechtsdrehenden Komplexes. Die beim hydrolytischen 
Abbau des linksdrehenden Cu2+-ATP4- entstehende rechtsdrehende Partikel muss ein 
Cuz+-Komplex von ADP3- sein : auch durch Zugabe von Cu2+ zum - ebenfalls links- 
drehenden - ADP3- entsteht ein Komplex mit positiver Drehung. Diese positive 
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Fig. 10. Anderung der Rotationsdispevsion bei 
der Hydrolyse von Cu2+-ATP4- ([ATP4-] = 

Zum Vergleich : Rotationsdispersionen von 
ATP4- und einer Losung, aus welcher Cu2f 
nach ca. 20 Std. mit  H,S ausgefallt wurde 

[cu2+1 = 5 . 1 0 - 3 ~ ;  250) 

Fig. 12. Molare Drehung von Cu2+-ADP3- bei 546 rnp 
in Abhdngigkeit vow p H  ([ADP3-] = 2 ' lO- ,M,  
[Cuz+] ebenso; 25") 
Zum Vergleich : Extinktion der gleichen Losungen bei 
760 mp (unterbrochene Linie; 1-cm-Kuvetten) 

250' 350' 4%' 550(_  
i.' (m p) 

Fig. 11. Auswertung der Rotationsdis~ersions- 
kurven aus Fig. 70 nach derDRuDE-Gleichung 



1726 HELVETICA CHIMICA ACTA 

Drehung zeigt ein Maximum bei pH ca. 5 und fallt mit Halbwerts-pH von 4,O bzw. 6 , j  
nach der sauren und alkalischen Seite ab (Fig. 12) ; sie zeigt weiter ein positives Maxi- 
mum bei einem Cu2+-ADP3--Verhaltnis von 1 : 1 (Fig. 13). Die Zusammensetzung der 
rechtsdrehenden Partikel muss also Cu2+-ADP3- sein. Im Cu2+-ADPH2- und im 
CuZ+-ADP--OH- tritt wieder die normale Linksdrehung des freien Liganden auf. 

Fig. 13. Ermittlung der Zusammensetzung dev rechtsdrehenden Konaplexpartikel nach der Methode 
der kontinuiedichen Variation ([ADP-] + [Cu2+] = 1,5 * 1 0 - 2 ~ ;  pH 4) 

ZumVergleich : Extinktion der gleichenLosungcn bei 760mp (unterbrochene Linie; 1-cm-Kuvetten) 

Die Extinktionserhohung bei 760 mp geht in Fig. 12 wie in Fig. 13 der Drehungs- 
anderung parallel; also beruht auch dieser Effekt auf der Ausbildung der Partikel 

Die Drehungsanderung des ADP3- bei der Komplexbildung mit Cu2+ ist im ubrigen 
nicht mit irreversiblen Anderungen der Ligandstruktur verbunden : Wird Cu2+ aus 
Losungen von Cu2+-ADP3- z. B. mittels H,S ausgefallt, so zeigt die zuruckbleibende 
Losung von ADP3- wieder den ursprunglichen negativen Wcrt = - 192" (siehe 
auch Fig. 10). 

3.4. Komplexbildung von IDP3- mit C&. Keine Anderung des Drehwertes bei 
546 mp; entsprechend andert sich auch bei der Hydrolyse von Cu2+-ITP4- der Dreh- 
wert nicht. 

Cu2+-ADP3-. 

91 

0 
280 260 240 ny 

Fig. 14. UV.-Differenzspektren von Cu2+-AD P3- gegen Cu2+ und .4 DP3- (unterbrochene Lin ie ) ,  
und van Cu2+-ATP4- gegen Cu2+ und ATP4-  (durchgezogene Linie) 

([ATP4-] = [ADP3-] = 2 . 1 0 - 4 ~ ;  [Cu2+] = 3 ~ O - " M ;  1-cm-Kuvetten; 25") 
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3.5. B i n d u n g  des Cu2+ im Cd+-ADP3-. Die Bindung des Cu2+ an den Adeninring 
des ATP4- wird durch ein charakteristisches Differenz-Spektrum von Cu2+-ATP4- 
gegen ATP4- und Cu2+ angezeigt (Fig. 14) [lo]. Das Differenz-Spektrum von Cu2+- 
ADP3- gegen ADP3- und Cu2+ deckt sich nun rnit jenem praktisch vollig (Fig. 14). 
Auch bei Cu2+-ADP3- muss also Cu2+ in der uberwiegenden Mehrzahl der Molekeln an 
den Adeninring gebunden sein. 

1% T 

1200 1\00 1000 900 cm-‘ 

Cu’*-ADP’- 

Fig. 15. Veranderungen der IR.-Sfiektren von 
und ATP- bei der Komplexbildung rnit Cua+ 
(Bedingungen wie in Fig. 2) 

ADP3- 

Im 1R.-Spektrum wirkt sich die Komplexbildung rnit Cu2+ beim ADP3- ebenfalls 
praktisch gleich aus wie beim ATP4- [9] (Fig. 15) : Die Triplett-Aufspaltung der anti- 
symmetrischen Schwingungen der terminalen -P032--Gruppe ist beim Cu2+-ADP3- 
eher noch etwas ausgepragter als im Cu2+-ATP4- (Fig. 15). Auch die terminale Phos- 
phatgruppe des ADP3- muss mithin in praktisch allen Cu2+-ADP3--Molekeln direkt 
am Cu2+-Zentralion koordiniert sein. 

4. Diskussion. - 4.1. Struktur von Cu2+-ADP3- u n d  Cw2+-ATP4-.ls). In  beiden 
Komplexen ist Cu2+ am Adeninring des Liganden koordiniert (vgl. Abschnitt 3.5), und 
zwar - urn der Storung durch die 6-Aminogruppe moglichst auszuweichen [lo] - rnit 
seiner tetragonalen Koordinationsebene quer zurn heteroaromatischen Ring (11). 
Wenn man beriicksichtigt, dass die Koordination der terminalen Phosphatgruppe 
beim Cu2+-ATP4- in trans-Stellung zum N(7) des Adeninrings (IV) 17), beim Cu2+- 
ADP3- hingegen aus sterischen Griinden in &-Stellung zu diesem erfolgt (V) *’), so 
ergibt sich eine konsequente Interpretation samtlicher optischer Daten : 

a) Im Cu2+-ATP4- kann - da y-Phosphatgruppe und Cu2+ in die Ebene des Adenin- 
rings zu liegen kommen - die Symmetrie des magnetischen Obergangsdipols der 
260-mp-Absorption im ATP4- durch die Komplexbildung nicht verandert sein 

K e i n e  Verandevung der o9tischen Aktivitat von ATP4- bei der Komplexbi ldung rnit 
Cua+ (Abschnitt 3.2). 

16) Die folgenden Ausfiihrungen beziehen sich jeweils auf die Struktur der Mehrzahl der betreffen- 
den Komplexmolekeln. 

17) An Kalottenmodellen lasst sich zeigen, dass die -PO,a--Gruppe des ADPS- eindeutig nur in 
cis zu N(7) koordiniert sein kann. Die trans-Koordinierung der -PO,”--Gruppe des ATP4- 
ergibt sich zwangslaufig, wenn dessen Triphosphatkette starr gestreckt ist. 
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b) Im Cu2+-ADP3- hingegen mussen infolge der lateralen Koordination der /?-Phos- 
phatgruppe die Seiten A und B des Ringes ungleichwertig werden. Damit ist die ent- 
scheidende Voraussetzung fur eine Anderung des magnetischen Ubergangsdipols der 
260-mp-Bande gegeben * Veranderung der optischen Akt iv i tat  uon ADP3-  bei der 
Komplexbildung mit CIA,+ (Abschnitt 3.2, 3.3). 

c) -P032--Sauerstoff wie auch N(7) bewirken ein starkeres Ligandfeld am Cu2+ 
als Wasser-Sauerstoff la). Das Ligandfeld des Cu2+ in IV (Cu2+-ATP4-) ist mithin an- 
nahernd zentrosymmetrisch (DZh) ,  in V (Cu2+-ADY3-) hingegen ist dessen Symmetrie 
auf C,, erniedrigt Erhohung der Intensitat  and kzwzwellige Verschiebu.lzg der d-d*- 

IV Cu'+-ATl'- v CuZt-ADP3 

Absorptionsbande des Cua+-Zentralions beirn Ubergang C u 2 f - A  TP4- + C.u2+-ADP3- 19) 

(Abschnitt 3.1). 
d) In den Inosin-Nucleotiden bietet der Hypoxanthinring dem Cu2+ - im Gegen- 

satz zum Adeninring - zwei Koordinationsstellen an, namlich 0(6) und N(7) 20) (VI). 
Hierdurch kommen die vier bevorzugten Koordinationsstellen von Cu2+ bei der - 
wahrscheinlich recht stabilen 21) - Koordination an den Hypoxanthinring mit diesem 
in eine gemeinsame Ebene zu liegen (VI). Sowohl im Cu2+-ITP4- wie im Cu2+-IDP3- 

cc' /P !w.. 
2 F C U Z +  -,. --" - @,+ 1' '., $YN" /\\>< 

R O  
'*N 9 

VI 

18) Dies ergibt sich unter anderem daraus, dass sie H,O aus der Koordinationssphare des Cu2+ zu 
verdrangen vermogen. 

Is) Dass die Intensitat von d-d*-ubergangen direkt mit der Aspmmetrie des Ligandfeldes ver- 
knupft ist, ist theorctisch zu fordern (siche z. B. [17]) und cxperimentell belegt [18]. 

20) Sowohl O(6) wie N(7) sind Trager negativer Ladung und dadurch geeignete Haftstellcn fur die 
Ausbildung eines Chelat-Funfringes. 

21) Zur Stabilitat von Inosin-Komplcxen siehe [19]. 
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kann die Koordination der terminalen Phosphatgruppe nur symmetrisch in bezug auf 
die Ringebene sein + Keine Veranderung der o+tischen Aktivitat von ITP4- und IDP3- 
bei der Kowyblexbildung wit Cu2f (Abschnitt 3.4). 

Fur die Art der Auswirkung der ungleichen Besetzung von A- und B-Seiten des Adeninrings 
im Cu2+-ADP3- auf dessen optische Aktivitat kann man folgendc vereinfachende Anschauung vor- 
schlagen : In Adenin-Nucleotiden liegt die C-N-Glykosid-Bindung nicht in der Ebene des aromati- 
schen Ringes [ZO] (siehe Schema VII). Die oschrage )) Lage der C-N-Glykosidbindung zeigt an, dass 
Ring-Sauerstoff und C(2’) des Riboserings verschieden mit dem am N(9) befindlichen Anteil des 
Adenin-n-Elektronensystems interagieren. Hierdurch muss dem TC- System ein gewisser Anteil 
eines ((schragens $,-Orbitals von N(9) beigemischt sein (VII). Da sich beim n-rc*-ubergang bei 
260 mp die Elektronendichte am N(9) verandert2a), erhalt dieser Ubergang zu seinem grossen 
elektrischen Ubergangsdipol 22) einen - die Rotationsdispersion der freien Adenin-Nucleotide ver- 
ursachendcn - magnetischcn Ubergangsdipol. Ein Beleg fur die Brauchbarkeit eines solchen ein- 
fachen Bildes, welches nur den Unterschied der Wechselwirkung von 0 und C(2’) mit dem Adenin- 
n-System berucksichtigt, kann in der Tatsache gesehen werden, dass 2’-Desoxyadenosin gleiche. 
w Anomere von Adenosin und Desoxyadenosin hingegen entgegengesetzte optische Drehung zei- 
gen wie Adenosin [22]. 

VII VIII I X  

Koordination von Cu2+ am N(7) und Eintritt der y-Phosphatgruppe des ATP-  in trans zu 
diescm (VIII) kann an diescn Verhaltnissen nichts andern. Tritt die p-Phosphatgruppe des ADPS- 
jedoch in cis zu N(7) in die Koordinationsebcne des Cu2+ ein, so kann: a) entweder durch Ver- 
drehung oder Verbiegung der C-N-Glykosidbindung die gcgenseitigc Anordnung von Adenin- und 
Ribose-Ring gesttirt, oder b) durch elcktronische Wechselwirkungen verschiedener Ar t  auch am 
N(7) eine tschragei) Lage des p,-Orbitals hervorgerufen werden (2. B. IX), wodurch in jedem Fall 
eine Veranderung der optischen Aktivitat eintretcn muss. 

4.2. Mechanismen. - 4.2.1. Voraussetzungen. 1st dic beobachtete Korrelation 
zwischen Reaktivitat des Triphosphat-Komplexes und optisch anomalem Verhalten 
des entsprechenden Diphosphat-Komplexes 23) signifikant, so ist offenbar die Ein- 

22) Zur Elektronenverteilung angeregter Zustande des Adenin-Systems siehe z. B. [Zl]. 
23) Diese Korrelation besteht ausser in bezug auf p H  und Art des Triphosphatesters auch in be- 

zug auf die Art des Metallions. Ferner nimmt auch die Drehung von Hga+-ADP3- bei pH 6-7 
positive Werte an, im gleichen pH-Bereich tritt ein Maximum der Hydrolysegeschwindigkeit 
von Hg2+-ATP4- auf. 

109 
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stellung der Koordinationsebene des Cu2+ quer zum heteroaromatischen Ring und die 
raumliche Nachbarschaft von Cut+ und p-Phosphatgruppe sterische Voraussetzung 
auch fur die Labilisierung der terminalen P-0-P-Bindung. 

Zur Identifizierung des Mechanismus dieser Labilisierung gehen wir davon aus, 
dass die hydrolytische Spaltung nach PO,--O-;- PO:- erfolgt : Laut Isotopenver- 
suchen tritt H21s0 bei der Hydrolyse von Cu2+-ATP4- in die y-Phosphatgruppe ein 24). 

Im Ubergangszustand muss also jedenfalls 25) die y-Phosphatgruppe in einen ((flachen,), 
sich der sfi2- bzw. ~$~d-Hybridisierung nahernden Bindungszustand gebracht wer- 
den (X) 26). " 7 3 -  i 

K 

4.2.2. Koordination der /3-Phosphatgruppe des A T P  an das Cw2+-Ion. Damit ein 
einseitiger Elektronenzug in der richtigen Richtung (siehe X) zustande kommt, 
musste Cu2+ in der reaktiven Partikel an die p-PO,--Gruppe koordiniert sein ohne 
gleichzeitige Chelatbindung zur y-Phosphatgruppe. Eine solche Anordnung ist im 
Cu2+-MTP4- viel weniger wahrscheinlich 2') als im Cu2+-ATP4-. Hier ist durch die 
raumliche Nachbarschaft von Cu2+ und P-PO,--Gruppe die Koordination der letzteren 
an die cis-Koordinationsstelle sterisch begiinstigt z6), analog zur Koordination der 
P-PO,Z--Gruppe im Cut+-ADP3-. Auf diese Weise wurde im geschwindigkeitsbestim- 
menden Schritt Cu2+-ADP3- direkt in seiner energetisch giinstigsten Form ent- 
stehen - was sicherlich die Aktivierungsenergie dieses Schrittes weiterhin vermindern 
diirfte. 

4.2.3. Protoniibertragung van Cut+ up. auf die /3-POZ--Grupfie des ATP4-.  Im Cu2+- 
ATP4--Komplex der Struktur I V  befinden sich die stark acidifizierten Hydratwasser- 
Molekeln des Cu2+ nahe an der P-POi--Gruppe, so dass eine Protonenubertragung auf 
letztcre stark begiinstigt sein muss. Weiter ist - ausser durch die Nahe des Cut+- 
Ions29) - auch durch die Nachbarschaft des organischen Ligandteils die Dielektri- 
zitatskonstante in der Umgebung der -PO,--Gruppe sicherlich stark erniedrigt. 

24) Vgl. S. 1837. Damit wird z.B. die Erleichterung einer nucleophilen Substitution der fl-Phos- 
phatgruppe durch das in den cis-Koordinationsstellen gebundcne Wasscr als Katalyse-Me- 
chanismus ausgeschlossen. 

") Gleichgultig, ob die Reaktion nun nach SN1 oder S,2 (siehe z.B. [23]) ablauft. 
28) Im geschwindigkeitsbestimmenden Schritt muss von der angreifenden H,O-Molekel ein Proton 

abgegeben werden. Moglicherweise beruht die in hbschnitt 2.3.4 besprochene Abhangigkeit dcr 
Hydrolysegeschwindigkeit von der Anfangskonzcntration [Cu2+-,4T€'-] darauf, dass jeweils 
cine zweite Komplexmolekel cine solche Basenkatalyse bewirkt. 

27) Die -P032--Gruppe ist viel basischer als die -PO*--Gruppe und vcrmag das hydratisierte 
Metallion auch durch Wasserstoffbindungen zu fixieren (vgl. I ) .  

28) Der Ausbildungsgrad eincr solchcn Anordnung miisste so gross win, dass zwar katalytische 
Effekte ausgelost werden, das optische Verhalten des Komplexes durch die Iaterale Koordina- 
tion der b-PO,--Gruppe jedoch noch nicht messbar beeinflusst wird. 

29) Zum Einfluss zweiwertiger Metallionen auf tlic l~ielcktrizitatskonstante der wasserigen IJm- 
gcbung sichc 1241. 
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Das fordert aber zusatzlich die mit dem Protonenubergang (Cu-0 

(Cu-0cH)+ O-P” verbundene Ladungsneutralisierung (vgl. z. B. [ZS]), so dass im 
“H-O/ ‘ 

Cu2+-ATP4- (IV) die Ausbildung einer selektiv an der j3-P02--Gruppe protonierten 
Partikel und damit eine entscheidende Verstarkung der einseitigen Elektronenver- 
teilung entsprechend X begunstigt sind. 

4.3, Zzcsammenhange mit enzynzatischen Mechanismen der A TP4--A ktivierung. Wie 
wir gezeigt haben, ist entscheidend fur die Erhohung der Reaktivitat der terminalen 
Phosphatgruppe im ATP4- die Anlagerung einer sauren Partikel - Metallion oder 
Proton - selektiv an die P-PO,--Gruppe. Dass die saure Partikel nicht an die starker 
basische Haftstelle -POB2-, sondern an die vie1 schwachere Base -PO,- gebunden 
wird, muss durch eine Art Chelatwirkung herbeigefuhrt werden : Es muss direkt neben 
der P-PO,--Gruppe eine zusatzliche Haftstelle fur die saure Partikel vorhanden sein. 
Diese Fixierung der sauren Partikel in sterisch giinstiger Anordnung zur -PO,-- 
Gruppe - in der nicht-enzymatischen Reaktion ubernimmt sie beim Cu2+, und nur bei 
diesem, der Adeninring - kann bei enzymatischen Reaktionen ein anderer Hilfs- 
ligand30) bewirken, etwa nach folgenden Schemata fur das aktive Zentrum eines 
ATP4--umsetzenden Enzyms : 

XI XI1 

Eine selektive Protonierung der p-PO,--Gruppe kame in XI1 dadurch zustande, 
dass diese - ahnlich wie im Cu2+-ATP4- - in einen Bereich niedriger Dielektrizitats- 
konstante gezogen wird, wobei das an y-P0,2--Gruppe und Hilfsligand koordinierte 

Metallion gleichzeitig die Phosphatkette in dieser Lage verankert. Dass M e 2 + . ~ - 0 / ~  
‘H 

hierbei als BRONSTED-SaUre fungiert 31), wurdc zugleich erklaren, dass oft Mg2+ als 
Aktivator enzymatischer ATP4--Reaktionen durch zweiwertige 3 &Metallionen, nicht 
aber durch Ca2+ ersetzt werden kann: Mg2+, Mn2+ u.a.m. sind wesentlich starkere 
Siiuren als Ca2+ 31). 

Herrn Professor H. ERLENMEYER sind wir fur sein in vielfaltigen Anregungen und Diskussionen 
erzeigtes Intercsse an unseren Untersuchungen zu grossem Dank verbunden. 

30) Dicscr Hilfsligdnd kann hier nicht - wie dcr Adeninring im ATP - eine Selektivitat fur stark 
komplexbildcnde Metallionen wie z. B. Cue I- haben, sonclern muss insbesondere auch schwach 
komplexbildcncle loncn wie Mg2+ und Mn2+ binden; so wurdc die Bevorzugung dieser Ionen 
als Aktivatoren cnzymatischer ATF--Reaktionen (siehe z. B. [26]) verstandlich. 

31) Zur Wirkung hydratisierter Metallionen als BRONSTED-SaUren vgl. auch [27]. 
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Beim Zustandekommcn der vorliegendcn hrbeit haben sich dic Herrcn stud. chem. A. WIEBER 
und U. GIGER, lirl. E. DALLE CARBONARB, Frl. 1'2. SILBER, Frau E. SCHNEIDER und vor allem Frl. 
M. DURSTELEK vcrtlicnt gemacht. Die Messungen der Rotationsdispersion verdanken wir Herrn 
nr .  F. HURKHARDT, Fa. HOFFMANN-LA ROCHE, Hascl, und clic leihwcise Ubcrlassung cincs I'olari- 
metcrs dcm Physikalisch-Chcmisclien Institut dcr linivrrsitat Easel. Wertvolle Ratsc,hl&gc bci der 
Abfassnng des Manuskriptes verdanken wir den Hcrren Dres. B. PRIJS und G .  WAGNI~RE.  Dem 
SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS ZUK VORDRRUNG DER WISSENSCHAFTLICHEN FORSCHUNG gilt 
auch an diesel- Stelle unser besonrlcrer Dank fur die IJnterstiitzung unserer Arbeitcn. 

5 .  Experimentelles. - 5.1. Reugenzicn: Na,hDP, Na,HIDP, Na,HITP undMctallperchloratc, 
FLUKA A.G., Buchs; Mctallchloriclc E. MERCK, Darmstadt ; Na,H,ATP SIGMA CHEM. Co., St. Louis, 
1JS.k. Darstellung von MTP siche [lo]. 

5.2. Kinetische Messungen. Liisungcn rler Triphosphatcstcr wurdcn untcr den jewcils angc- 
gebcnen Bedingungcn bei 50" 3 0,2" inkuhicrt. Nach verschiedencn Zeitcn wurden Proben znr 
Phosphat1)estimmung entnommen : 5 . mMol Phosphat enthaltende 
Probe + 0,5 ml HCIO, 65-proz. + 4,O ml Accton + 2 ml Molybdatreagenz (2,5 g (NH4)6Mo,0,4, 
4H20+0,8 ml HC1O4G5-proz. + 1 1 H,O), mit Wasscr auf 10 ml aufgefiillt und bei 320 mp gegen 
eine entsprechende Losung ohne Phosphrtt gemessen [28]. Unter diesen Bedingungen sind die Tri- 
phosphatester rclativ stabil, ihrc Konzentration in der Messlosung darf jedoch nicht hoher als 

M sein, cia sonst dcr Phosphomolybdat-Komplex nicht mchr vollstiindig ausgebildet wird. 
Den Rcaktionslosungen wurden keine Puffer zugcsetzt ; die Phosphatfreisetzung wurdc dcshalb im 
allgemcinen nur bis ca. 0,5 Mol HP0,2-/Mol Triphosphatcster zur Bcstimmung der Geschwintlig- 
keitskonstanten ausgewcrtet, pH-VerAndcrungen waren so < 0,2. 

5.3. Optiscke Messungen. UV.-Differcnzspektren wie in [lo]. 1R.-Spektrcn wie in [91. Messung 
dcr optischcn Drchung bei der 546-mpHg-Linie in 40-cm- bzw. lO-cm-I<iivctten (visuellcr Rb- 
glcich). 

SUMMARY 

bis maximal 5 . 

The rate of hydrolysis of ATP metal ion complexes - as well as the sign of optical 
rotation of the resulting ADP complexes - are shown to result from special steric 
arrangements of metal ion, adenine ring and phosphate groups in the rcspective 
nucleotide complexes. I t  is concluded that catalytic - and possibly also enzymatic - 
enhancement of reactivity of ATP depends on the selective coordination of either a 
metal ion or a proton to the p-1'0,- group. Such selcctive coordination - versz4.s the 
concurrent coordination to the more basic terminal -P032- group - is brought about 
by the occurrence of an additional ligand in juxtaposition to the p-PO,- group, 
providing a kind of chelate effect in favour of the complex isomer in which the terminal 
P-0-P bond is labilized. 

Institut fur Anorganische Chemie 
der Universitat Easel 
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188. Optische Messung der Kinetik von simultaner Diffusion 
und chemischer Reaktion 1. Ordnung in planparallelen Platten 

von A. van Tets und Hs. H. Gunthard 

(8. VII. 64) 

1. Einleitung. - Es sind mehrere Verfahren bekannt, welche die Bestimmung des 
Diffusionskoeffizienten aus Messungen der Diffusion von Substanzen in planparallelen 
Platten bzw. Filmen erlauben [l] I) .  Wir beschrieben kiirzlich eine optische Methode [Z] 
zur Bestimmung von Grenzflachen- und Massen-Diffusionskoeffizienten. Bei der 
Anwendung derselben auf die Diffusion in Kunststoffolien traten Abweichungen von 
dem cinfachen Model1 der idealen Diffusion in planparallelen Schichten auf, die Ver- 
anlassung zur Untersuchung eines allgemeinercn Modells gabcn, in welches ein mit der 
Diffusion simultan verlaufender Zerfall 1. Ordnung der diffundierenden Substanz ein- 
bezogen wurde. Das Problem der Bestimmung der wichtigen Konstanten dieses 
Systems ist sclion unter vereinfachenden Voraussetzungen recht verwickclt, und wir 
geben in dieser Arbeit einige approximative Lijsungen dieser Aufgabe an. 

l) Die Zahlen in eckigen Klammern verwcisen auf das Litcraturvcrzeichnis, S. 1.742. 


