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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
deprétonated 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. . ..
oorcr 0 pro Universitit Basel,
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187. Zum Mechanismus der Metallionen-katalysierten Hydrolyse von
Adenosintriphosphat (ATP). I
von P. W. Schneider und H. Brintzinger
(8. VIL. 64)

1. Problem. — 1.1. Zweiwertige Metallionen vermdogen die hydrolytische Adenosin-
triphosphat-Spaltung u.a.l) durch eine Beschleunigung der Reaktion

ATP4?) + H,0%) - ADP3-2) 4+ H,PO,~ 1)
zu katalysieren ; insbesondere Cu?* lost eine ausgeprigte Reaktionsbeschleunigung bei

1) Eine Beschleunigung der Reaktion ATP* +OH-—> ADP®-+HPO,?- durch zweiwertige
Metallionen ist schon linger bekannt [1] [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 hier tatsichlich H,O und nicht OH~ reagiert, soll in Abschnitt 2.3.3 belegt werden.
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pH 5-6 aus4) (Fig. 1). Reaktive Partikel bei dieser Metallionen-Katalyse ist offenbar )
ein Komplex Me2+-ATP4- 6).

Bei der Untersuchung der Katalyse-Mechanismen ist zunédchst 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 8- oder an
die y-Phosphatgruppe der ATP*--Molekel koordiniert sein (siehe z.B. [8]). Welche
dieser Komplex-Strukturen ist nun fiir die Steigerung der Reaktivitit des ATP-
Liganden verantwortlich?

12

A0
10

Fig. 1. pH-Abhdngigheit der Cu+-katalysierten
ATPY-Hydrolyse

([ATPA-] = 10-3y, [Cu®+] = 1,1 - 10-331; 50°)

1.2. Cu?*+-ATP*-, welches an Reaktivitit alle anderen untersuchten Me2+-ATP4-
bei weitem iibertrifft, nimmt auch hinsichtlich der Ausbildung der genannten Koordi-
nationsmoglichkeiten eine Sonderstellung ein. Einerseits ergibt sich hier aus IR.-
Spektren in wisseriger Losung, dass Cu?+ vorwiegend direkt an die y-Phosphatgruppe
koordiniert ist [9]7) (vgl. I). Andererseits ist aber auch in der weit tiberwiegenden
Mehrzahl der Cu?+-ATP4--Molekeln Cu?+ am N(7) des Adeninrings koordiniert [10]%),
und zwar hochstwahrscheinlich entsprechend Struktur II. Es muss also im Cu2+-
ATP*- die terminale Phosphatgruppe unter Ausbildung eines makrocyclischen Chelat-

4

=

Nach unabhingigen Befunden von TETas & LowENSTEIN [3] und von uns (vorl. Mitteilung [4];

vgl. auch [5] [6]).

5) Die pH-Abhingigkeit in Fig. 1 zeigt an, dass sowohl Cu2+-ATPH3- wie Cu?+-OH~-ATP* un-
reaktiv sind (vgl. auch [3]). Zur moglichen Beteiligung von héheren als 1:1-Komplexen siehe
Abschnitt 2.3.1 und 2.3.2.

%) Im. Gegensatz hierzu sind im alkalischen Milieu im allgemeinen polymere Metallion-ATP-
Hydroxo-Komplexe mit weitgehend unbekannter Struktur (vgl. z.B. [5] [7]) Ausgangspunkt
der Metallionen-katalysierten Reaktion.

?) Dieses Verhalten zeigt auch Zn?+-ATP*~; bei den ATP-Komplexen anderer untersuchter
Metallionen ist — nach den IR.-Spektren zu urteilen — im iiberwiegenden Anteil der Komplex-
molekeln das Metallion nicht direkt an die ¥-Phosphatgruppe koordiniert.

8) Bei Zn?+, Ni?+, Co%t, Mn2+, Mg?*+ und Ca?*+ betragen die entsprechenden Anteile nur einige

20 bis < 3%.
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ringes an eine der in IT durch H,O besetzten Koordinationsstellen des Cu2+ gebunden
sein, und zwar wiederum bei der iiberwiegenden Mehrheit der Komplexmolekeln,
wihrend bei anderen zweiwertigen Metallionen eine solche makrocyclische Chelat-
struktur nur mit geringer Hiufigkeit auftritt.

Man kann nun vermuten, dass die grosse Reaktivitit von Cu?*-ATP4~ mit dem
hohen Ausbildungsgrad der makrocyclischen Chelatstruktur zusammenhingt. Diese
Vermutung fithrt, wenn sie sich bestitigt®), zur eigentlichen Kernfrage unserer Unter-
suchung: Auf welchen Effekten beruht die auffallende Erhéhung der Reaktivitdt der
terminalen Phosphatgruppe in dieser speziellen Komplex-Struktur ?

Wir haben nun den Einfluss von Metallionen wie Cu?* auf den Reaktionsablauf (1)
einmal von seinen strukturellen Voraussetzungen her (Abschnitt 2) und zum anderen
von der Struktur seines Folgeproduktes aus zuriickverfolgt (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
Methyltriphosphat (M T P4-). MTP4- (= CH;-0-PO,—0-PQ,—0-PO,2") verhilt sich
in bezug auf seine Hydrolysegeschwindigkeit im ganzen untersuchten pH-Bereich
(Fig. 3) praktisch gleich wie ATP4-. An sich denkbare (vgl. z.B. [12]) Nachbarschafts-
effekte von Ribose- oder Adenin-Gruppe spielen also fiir die Reaktivitdt der termina-
len P-O-P-Bindung auch im freien ATP offenbar keine Rolle. Im Gegensatz hierzu
wirkt sich die Uberfiihrung der beiden Triphosphat-Ester MTP4~ und ATP*- in die
betreffenden Cu?+-Komplexe auf die Reaktivitit sehr verschieden aus: im Gegensatz
zu Cu?+-ATP4- - in welchem die Hydrolysegeschwindigkeit bei pH 5-6 um einen
Faktor 530 gegeniiber der des freien Liganden erhoht ist — wird die Hydrolyse von
MTP4 im Cu?t-Komplex nur 10fach beschleunigt (siehe Tabelle). Da hinsichtlich
Stabilitat [10] und Art der — im IR.-Spektrum erkennbaren — Cu?+-Phosphat-Koordi-
nation (siehe Fig. 2) Cu?>+-MTP4- und Cu?+-ATP4- sich praktisch identisch verhalten,
muss dieser Unterschied um einen Faktor 53 tatsichlich davon herriithren, dass im

%) Es ist z.B. zu zeigen, dass die grossere Reaktivitit von Cu?+-ATP4- nicht cinfach mit seiner
hoheren Stabilitit, sondern wirklich mit seiner speziellen Struktur zusammenhingt (vgl. z. B.
[11]), was — in etwas anderer Form - auch von Teras & LOWENSTEIN [3] schon vermutet
wurde.
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Cu?+-MTP*- die oben genannte makrocyclische Chelatstruktur des Cu?+-ATP4- nicht
vorliegt (andere Me?T-MTP4--Komplexe siehe Tabelle).

2.2. Metallionen-katalysierte Hydrolyse von Inosintriphosphat. Beim Inosintriphos-
phat (ITI, ITP) wird durch Ausbildung von Cu2+ITP%- die hydrolytische Spaltung

Beschleunigung dey Hydvolyse von ATPA~, ITPY und MTP* durch Komplexbildung mit zwei-
wevtigen Metallionen.
(Fett gedruckte Zahlen: Relative Geschwindigkeit in bezug auf freien Triphosphatester; Zahlen in
Klammern: Geschwindigkeitskonstanten crster Ordnung % [10~* min—1]. [ATP4-], [ITP*] bzw.
[MTP4] = 10-3m, [Me?+] = 2 - 10-3n; bei den angegebenen pH-Werten ist jeweils Me2+-ATP4-
usw. annihernd vollstindig ausgebildet; f = 50°)

— Mg2+ Ca2+ Mn2+ Co?t+ Nizt Cu2+ Zn2+
ATP*- 1 4,5 7,5 3.5 3,2 4,5 530 16
(0,30) (1,35) (2,21) (1,04) (0,96) (1,35) {158) (4,85)
ITPs- 1 — — 7,5 4,8 3,2 60 8,1
(0,21) ~ - (1,60) (1,00) (0,67) (12,7) (1,70)
MTPs- 1 2,5 8,9 6,0 3,6 3,2 10 4,7
{0,28) (0,70) (2,40) (1,67) (1,00) (0,90) (2,95) (1,32)

pH ca. 8,0-84 6,769 6,7-6,9 6,6-6,8 6,6-6,8 6,6-6,8 5,3-5,5 6,2-6,4

51073
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Fig. 2. Vevdndevrungen dev IR.-Spekiven
von MTP4 und ATP* bei dev Komplex-

54075

240>

bildung wmit Cu®*+ ([MTP4], [ATP*] und Fig. 3. Hydvolysegeschwindigkeiten von ATP4—,
[Cu?t} je 0,13 m; Messung in 27-4-IRTRAN- ITPY und MTPA~ und ihvey Cu+-Komplexe
Zellen, im Gebiet von ca. 1300 bis i Abhdngigkeit vom pH

1100 ecm™! in H,0, von ca. 1100 bis ((ATPé-] = 10-3m, [ITP%*] und [MTP4]

850 cm~1 in D,0; 25°) ebenso, [Cu?t] = 1,1 - 10—3mM; 50°)
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60fach gegeniiber freiem Ligand beschleunigt, also — obgleich etwas mehr als im Cu?+-
MTP*- — weit weniger als im Cu?+-ATP*- (andere Metallionen siehe Tabelle). Die
spezielle Art der Koordination von Cu?* an das Adenin-Ringsystem des ATP (siehe IT)
ist also offenbar ein entscheidender Faktor der Cu?*-katalysierten ATP-Hydrolyse
(dies wird in Abschnitt 4.2 noch genauer diskutiert); das Ausbleiben der grossen
Reaktivititserhéhung im Cu?*+-Komplex ist nicht etwa durch das Fehlen der Ribose-
gruppe im MTP verursacht.

III ITP*

2.3. Ergdinzende Untersuchungen zur Cu*t-katalysierten AT P-Hydyolyse.— 2.3.1. Ein-
Sfluss der Cu?+-Konzentration. Um eine maximale Geschwindigkeit der Cu?*-katalysier-
ten ATP-Hydrolyse zu erzielen, muss Cu?+ im Uberschuss gegeniiber ATP*- zugegeben
werden (Fig. 4; vgl. auch [3]). Interpretations-Moglichkeiten1?):

a) Ein fiir die Hydrolysegeschwindigkeit massgeblicher 2:1-Komplex (Cu?*),-
ATP* 11) knnte nach Cu2+-ATP4- + Cu2+ = (Cu2+),-ATP%- durch einen Cu2+-Uber-
schuss gebildet werden;

b) in einem Glelchgewmht Cu“—(ATP“")2 + Cu?t == 2 Cu?+-ATP%- kénnte durch
Cu?+-Uberschuss die Bildung von nicht-reaktivem 1:2-Komplex auf Kosten des fiir
die Hydrolysegeschwindigkeit massgeblichen 1:1-Komplexes Cu2+-ATP4~ verhindert
werden. 10

] ‘ .

16 —

/_I
V4

1
09 1 13 15 17 19 20

Aquivalente Cu*/ATP4~

Fig. 4. Beschleunigung dev AT P*~-Hydrolyse duvch Cu®* in Abhdngigkeit von dessen Konzentration
([ATP*] = 10-31; 50°)

10} Cu?+-ATP*- ist so stabil [6] [7], dass eine Zuriickdringung seiner Dissoziation zu Cu?t+ ATP*~
durch einen Cu?+-Uberschuss dessen Wirkung nicht erkliren kann.

1) Dies stiinde nicht im Widerspruch zu der in Abschnitt 1.1 angegebenen pH-Abhidngigkeit der

Cu?*-katalysierten ATP-Hydrolyse, da [(Cu?t),-ATP4] ja zu [Cu?+-ATP*~] proportional ist

(vgl. 9)).
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2.3.2. Zusammensetzung der rveaktiven Komplexpartikel (Methode der kontinuier-
lichen Variation nach Jos {13]). Die Frage, ob ein 2:1- oder ein 1:1-Komplex die
reaktive Partikel der Cu®t-katalysierten ATP-Hydrolyse ist, lisst sich mit Hilfe einer
« JoB-Reihe» entscheiden, wenn als Ordinate die Geschwindigkeit der katalysierten
Reaktion gewidhlt wird (Fig. 5). Es zeigt sich dann, dass die Reaktionsgeschwindigkeit
ein Maximum bei einem Cu?+-ATP4--Verhiltnis von nahezu 1:1 erreicht. Der Cu?+-
Uberschuss (Fig. 4) maximiert also die Reaktionsgeschwindigkeit der ATP-Hydrolyse
tatsdchlich dadurch, dass die Ausbildung von Cu?+-(ATP4-), zuriickgedringt wird
(vgl. Abschnitt 2.3.1). Dies l4sst sich in Fig. 5 auch daran erkennen, dass die Geschwin-
digkeit im Bereich von Ligand-Uberschuss viel geringer ist, als wenn nur 1:1-Komplex
in der Losung vorhanden wire. Fiir die Bildung des nicht-reaktiven 1:2-Komplexes
lasst sich hieraus abschitzen?):

[Cuz+-(ATP4-),] [[Cuz+-ATP+] [ATP*-] ~ 4 - 108

#LATP]-10°
11 2:1
/A\ ,//\\
s N \
’ X \
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[cu™)/ (fcu®T+[ATPH]))

Fig. 5. Evmittlung der Zusammensetzung des veaktiven Komplexes nach dey Methode dev kontinuier-
lichen Variation (die unterbrochenen Linien stellen den theovetisch zu evwartenden Vevlauf fiiv 7:1- bzw.
2:7-Komplex als veaktiver Partikel day) ’

([ATP4—] + [Cu?+] = 8,6 - 10-3m; pH 5; 50°)

2.3.3. Einfluss der Lonenstirke. Verinderung der Tonenstirke von 2,5 - 10-2M bis
1m durch Zusatz von NaClQ, ist praktisch ohne Einfluss auf die Geschwindigkeit der
Hydrolyse von Cu?+-ATP4- (siche Fig. 6). Am geschwindigkeitsbestimmenden
Reaktionsschritt kann also ausser Cu?+-ATP4- hochstens®) noch die ungeladene
Partikel H,O beteiligt sein. Wire ndmlich der geschwindigkeitsbestimmende Schritt

eine Reaktion von OH~ mit diesem Komplex, so miisste sich wegen log k/% = 2, 2, VI

12) Eine entsprechende Reaktion ist auch fiir Cu?+-Komplexe von Diphosphat bekannt [14] mit
[Cu?+(14),]/[Cu?+L4-] [L4~] = 3,95 - 104 Um bei unseren kinetischen Messungen nicht in das
gegen kleine Verinderungen des Verhiltnisses von zugesetztem ATP und Metallion sehr
empfindliche Agquivalenz-Gebiet zu geraten, haben wir die Messungen in Abschmitt 2.1, 2.2,
2.3.3 und 2.3.4 mit Metallionen-Uberschuss durchgefiihrt,

18) Uber dieBedeutung von in Cu?*-ATP*~ koordinativ gebundenem H,O und von Sy1- und Sy2
Mechanismen bei der Spaltung der P-O-P-Bindung vgl. Abschmitt 4.2.
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iiber diesen Bereich der Ionenstirke die Reaktionsgeschwindigkeit um einen Faktor
von mindestens4) 10 verdndern [15].
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Fig. 6. Hydrolysegeschwindigkeit von Cut-ATPY in Abhdngigheit von dev Ionenstdvke
({ATP4] = 10-3M; pH 6; [Cu?¥] = 1,2 - 10~3M; Ionenstirke durch Zusatz von NaClO, einge-
stellt; 50°)

2.3.4. Einfluss der Cu?t-ATP*-Konzentration. Die fir die Reaktion erster
Ordnung Cu?+-ATP%- - Cu?t-ADP%- 4 HPO,?- berechnete Geschwindigkeitskon-
stante ist um so héher, je grosser die Ausgangskonzentration [Cu?+-ATP4-] ist (siehe
Fig. 7)13). Dieser Effekt wird in Abschnitt 4.2.1 diskutiert.

an-2
k210 —
o _~
0% Lo
L]
51073
g
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©
1073 .
1073 1072 10!

[cu?-ATP*"}

Fig. 7. Hydvolysegeschwindigkeit (Geschwindigheitskonstante erster Ovdnung [min—1)) in Abhingig-
keit von der Ausgangskonzentvation {Cul+-AT P4
([Cu?+]/[ATP*] = konst = 1,1; pH 5; 50°)

3. Struktur-Untersuchungen. — 3.1. d-d*-A bsorptionsbande von Cu?+. Wihrend
der hydrolytischen Spaltung von Cu?+-ATP4- 4ndert sich die d-d*-Absorptionsbande
des komplexgebundenen Cu?t auffallend (IFig. 8). Das Maximum verschiebt sich von
ca. 800 auf ca. 750 myu, wobei £ von 30,5 auf 46,2 steigt. Die Extinktionszunahme bei
760 my ist hierbei vollig synchron zur Abspaltung der terminalen Phosphatgruppe
(Fig. 9).

14y Je nachdem welchen Wert fiir dic effektive Ladung der Phosphatkette in Cu2+-ATP4- wir als
24 einsetzen. .

15) Um den Vergleich verschiedener Messungen nicht durch cinen solchen Konzentrationseffckt zu
verfilschen, wurden alle bisher besprochenen Messungen bei ATP- bzw. ITP- oder MTP-
Konzentrationen von 10—3M durchgefiihrt.
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3.2. Rotationsdispersion. Noch auffallender ist eine die hydrolytische Spaltung von
Cu?+-ATP*~ begleitende Verdnderung der Rotationsdispersion (Fig. 10): Der mit der
Absorption des Adeninrings bei 260 mu verbundene CorToN-Effekt kehrt hierbei sein
Vorzeichen um, so dass — wiederum véllig synchron zur Abspaltung der terminalen
Phosphatgruppe (siehe Fig. 9) - die urspriinglich negative Drehung positiv wird. Die

'3
4370 Min,
08 N-2790
1860 -»
1445 »
06— _& 530+
10+
04- -
02
Fig. 8. Extinktionszunahme und kurzwellige
Vevschiebung dev Cu**-d-d*-Bande beim Ubergang
Q — Cul+-ATPY~ > Cu?*-ADP3 + H, PO~
720 640 560 my ([ATP4"] = [Cu?t] = 2-107%m; pH 6,0-5,7; 25°)
M) E,, Pi/ATP
A 4
600 ? : l JE 2
! 0¥ ——g b —
094 =T 0 T~
400 ] ' L~ [ ~.
i 0,8-: p 2
Togt 7
oo BI04
| ]
v 044
o 0 :
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-200{ 06] 0, )
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Fig. 9. Zeitlicher Veviauf von Extinktionszunahme bei 760 mu, Drehungsinderung bei 546 mu und
Phosphatfreisetzung bei dev Hydvolyse von Cu?+-AT P4~
(Bedingungen wie in Fig. 8)

graphische Auswertung von Fig. 10 nach der DrRuDE-Gleichung (vgl. [16]) zeigt, dass
die Wellenlinge der Null-Drehung hierbei mit A, = 260 mu unverdndert bleibt
(Fig. 11).

3.3. Zusammensetzung des vechtsdrehenden Komplexes. Die beim hydrolytischen
Abbau des linksdrehenden Cu?+-ATP4- entstehende rechtsdrehende Partikel muss ein
Cu2+-Komplex von ADP3- sein: auch durch Zugabe von Cu?*+ zum — ebenfalls links-
drehenden — ADP?3- entsteht ein Komplex mit positiver Drehung. Diese positive
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[M] 6004—
400
20h
200 -

H,S-Fallg,

nach ca. 20h

380 460 540 620 mp

Fig. 10. Anderung dev Rotationsdispersion bei
der Hydrolyse von Cu*t-ATP4~ ([ATP] =
[Ca?t] = 5-1073m; 25°)

Zum Vergleich: Rotationsdispersionen von
ATP*- und einer Losung, aus welcher Cu?+
nach ca. 20 Std. mit H,S ausgefillt wurde

Fig. 12. Molare Drehung von Cu**-ADP3~ bei 546 myu
in Abhdngigkeit vom pH ([ADP?] = 2-107%M, -300

[Cu?+] ebenso; 25°)
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Fig. 11. Auswertung dev Rotationsdispeysions-
kurven aus Fig. 10 nach deyDRUDE-Gleichung
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Zum Vergleich: Extinktion der gleichen Loésungen bei
760 mp (unterbrochene Linie; 1-cm-Kiivetten) pH
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Drehung zeigt ein Maximum bei pH ca. 5 und fillt mit Halbwerts-pH von 4,0 bzw. 6,5
nach der sauren und alkalischen Seite ab (Fig. 12); sie zeigt weiter ein positives Maxi-
mum bei einem Cu2+-ADP3--Verhiltnis von 1:1 (Fig. 13). Die Zusammensetzung der
rechtsdrehenden Partikel muss also Cu?+t-ADP3- sein. Im Cu?+-ADPH2- und im
Cu?+-ADP?*--OH~ tritt wieder die normale Linksdrehung des freien Liganden auf.

L

a zp{ i 51
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. N\,
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18 vy . £03
J o (ko \'\1 !
o// \<\ |
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~04 o 1
/ !
/e I
,/ [ ]

12 ey . — —y
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[ca®*)/([cu®}s [ADP*])

Fig. 13. Ermittlung dev Zusammensetzung dev vechisdvehenden Komplexpartikel nach der Methode
dey Rontinuierlichen Variation ([ADP3-]4 [Cu?t] = 1,5-10~2m; pH 4)
Zum Vergleich: Extinktion der gleichen L.6sungen bei 760 my (unterbrochene Linie; 1-cm-Kiivetten)

Die Extinktionserhhung bei 760 mu geht in Fig. 12 wie in Fig. 13 der Drehungs-
anderung parallel; also beruht auch dieser Effekt auf der Ausbildung der Partikel
Cu?+-ADP3-,

Die Drehungsinderung des ADP?— bei der Komplexbildung mit Cu?+ist im iibrigen
nicht mit irreversiblen Anderungen der Ligandstruktur verbunden: Wird Cu?+ aus
Lésungen von Cu2+-ADP3~ z. B. mittels H,S ausgefillt, so zeigt die zuriickbleibende
Losung von ADP3- wieder den urspriinglichen negativen Wert [M],,, = — 192° (siche
auch Fig. 10).

3.4. Komplexbildung von 1D P3 mit Cu?+. Keine Anderung des Drehwertes bei
546 mu; entsprechend dndert sich auch bei der Hydrolyse von Cu?+-ITP4- der Dreh-
wert nicht.

’AE 04

03

02

280 260 240 mp
Fig. 14. UV.-Differenzspektren von Cut-ADP%~ gegen Cut und ADP3% (unterbrochene Linie),
und vor Cut+-ATPY™ gegen Cut und ATP*~ (durchgezogene Linie)
([ATP*] = [ADP?] = 2 - 10~%m; [Cu?t] = 3 - 10~4M; 1-cm-Kiivetten; 25°)
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3.5. Bindung des Cu?+ im Cu?+-AD P3~. Die Bindung des Cu?+ an den Adeninring
des ATP%- wird durch ein charakteristisches Differenz-Spektrum von Cu?+-ATP*~
gegen ATP* und Cu?* angezeigt (Fig. 14) [10]. Das Differenz-Spektrum von Cu?*-
ADP3- gegen ADP3- und Cu?+ deckt sich nun mit jenem praktisch véllig (Fig. 14).
Auch bei Cu?+-ADP3- muss also Cu?* in der iiberwiegenden Mehrzahl der Molekeln an
den Adeninring gebunden sein.

1200 100 1000 900 cm™!

[ . |
%T
l I cutapp®”

A cuttaTet-

M Fig. 15. Verdnderungen der I R.-Spektren von ADP3-
A und AT P4~ bei dey Komplexbildung mit Cudt
1 (Bedingungen wie in Fig. 2)

Im IR.-Spektrum wirkt sich die Komplexbildung mit Cu?*+ beim ADP3~ ebenfalls
praktisch gleich aus wie beim ATP4-[9] (Fig. 15): Die Triplett-Aufspaltung der anti-
symmetrischen Schwingungen der terminalen —PO4?—-Gruppe ist beim Cu?+-ADP3-
eher noch etwas ausgeprigter als im Cu?t-ATP4- (Fig. 15). Auch die terminale Phos-
phatgruppe des ADP3~ muss mithin in praktisch allen Cu?+-ADP3--Molekeln direkt
am Cu?*+-Zentralion koordiniert sein.

4. Diskussion. — 4.1. Struktur von Cu?+*-ADP3~ und Cu*+-AT P*-15). In beiden
Komplexen ist Cu*+ am Adeninring des Liganden koordiniert (vgl. Abschnitt 3.5), und
zwar — um der Stérung durch die 6-Aminogruppe moglichst auszuweichen [10] — mit
seiner tetragonalen Koordinationsebene quer zum heteroaromatischen Ring (II).
Wenn man beriicksichtigt, dass die Koordination der terminalen Phosphatgruppe
beim Cu?+-ATP4- in ¢rans-Stellung zum N(7) des Adeninrings (IV)1?), beim Cu?+-
ADDP3- hingegen aus sterischen Griinden in cis-Stellung zu diesem erfolgt (V)17), so
ergibt sich eine konsequente Interpretation simtlicher optischer Daten:

a) Im Cu2+-ATP4- kann — da y-Phosphatgruppe und Cu?+in die Ebene des Adenin-
rings zu liegen kommen ~ die Symmetrie des magnetischen Ubergangsdipols der
260-mu-Absorption im ATP4- durch die Komplexbildung nicht verdndert sein
= Keine Verinderung der optischen Aktivitdt von AT P4~ bei der Komplexbildung mit
Cu?+ (Abschnitt 3.2).

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

17y An Kalottenmodellen lisst sich zeigen, dass die ~POgz*"-Gruppe des ADP%~ eindeutig nur in
cis zu N(7) koordiniert sein kann. Die #rans-Koordinierung der —PO,2~-Gruppe des ATP*-
ergibt sich zwangsliufig, wenn dessen Triphosphatkette starr gestreckt ist.
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b) Im Cu2+-ADP3- hingegen miissen infolge der lateralen Koordination der §-Phos-
phatgruppe die Seiten A und B des Ringes ungleichwertig werden. Damit ist die ent-
scheidende Voraussetzung fiir eine Anderung des magnetischen Ubergangsdipols der
260-mu-Bande gegeben = Verdnderung der optischen Aktivitdt von ADP3- bei der
Komplexbildung mit Cu*+ (Abschnitt 3.2, 3.3).

¢) —PO,2--Sauerstoff wie auch N(7) bewirken ein stdrkeres Ligandfeld am Cu?+
als Wasser-Sauerstoff1®). Das Ligandfeld des Cu?t in IV (Cu?2+-ATP4-) ist mithin an-
nihernd zentrosymmetrisch (D,,), in V (Cu?+-ADP3-) hingegen ist dessen Symmetrie
auf C,, erniedrigt = Erhéhung der Intensitit wnd kurzwellige Verschiebung der d-d*-

Y /x

0H2

1V Cu?+-ATP4- V  Cu?t-ADP3-

Absorptionsbande des Cu“—Zentmlwns beim Ubergang Cu?+- AT P4~ > Cu“—ADP3 19)
(Abschnitt 3.1).

d) In den Inosin-Nucleotiden bietet der Hypoxanthinring dem Cu?* — im Gegen-
satz zum Adeninring — zwei Koordinationsstellen an, ndmlich O(6) und N(7)2%) (VI).
Hierdurch kommen die vier bevorzugten Koordinationsstellen von Cu2+ bei der -
wahrscheinlich recht stabilen?') — Koordination an den Hypoxanthinring mit diesem
in eine gemeinsame Ebene zu liegen (VI). Sowohl im Cu?+-ITP*- wie im Cu?+-IDP3-

OH

OH
VI

18) Dies ergibt sich unter anderem daraus, dass sie H,O aus der Koordinationssphire des Cu?+ zu
verdrangen vermaégen.

19) PDass die Intensitit von d-d*-Ubergingen direkt mit der Asymmetrie des Ligandfeldes ver-
kniipft ist, ist theorctisch zu fordern (siche z. B. [17]) und cxperimentell belegt [18].

20) Sowohl O(6) wie N(7) sind Triger negativer Ladung und dadurch geeignete Haftstellen fiir die
Ausbildung eines Chelat-Fiinfringes.

21) Zur Stabilitit von Inosin-Komplexen siehe [19].
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kann die Koordination der terminalen Phosphatgruppe nur symmetrisch in bezug auf
die Ringebene sein > Keine Verdnderung der optischen A ktyvitit von IT P4~ und 1D P3-
bet der Komplexbildung mit Cu®>+ (Abschnitt 3.4).

Fiir die Art der Auswirkung der ungleichen Besetzung von A- und B-Seiten des Adeninrings
im Cu2+-ADP?- auf dessen optische Aktivitdt kann man folgende vereinfachende Anschauung vor-
schlagen: In Adenin-Nucleotiden liegt die C-N-Glykosid-Bindung nicht in der Ebene des aromati-
schen Ringes [20] (sieche Schema VII). Die «schrige» 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 s-System ein gewisser Anteil
eines «schrigen» p,-Orbitals von N(9) beigemischt sein (VII). Da sich beim s-n*-Ubergang bei
260 my dic Elektronendichte am N(9) verandert??), erhilt dieser Ubergang zu seinem grossen
elektrischen Ubergangsdipol??) einen — die Rotationsdispersion der freien Adenin-Nucleotide ver-
ursachenden — magnetischen Ubergangsdipol. Ein Beleg fiir dic Brauchbarkeit eines solchen ein-
fachen Bildes, welches nur den Unterschied der Wechselwirkung von O und C(2’) mit dem Adenin-
n-System beriicksichtigt, kann in der Tatsache gesehen werden, dass 2’-Desoxyadenosin gleiche,
a-Anomere von Adenosin und Desoxyadenosin hingegen entgegengesetzte optische Drehung zei-
gen wie Adenosin [22].

|
\P/

B

A A
~ B
: @\
0, HO OH 0 HO OH
VII VIIL IX

Koordination von Cu?* am N(7) und Eintritt der y-Phosphatgruppe des ATP4- in frans zu
diesem (VIII) kann an diesen Verhiltnissen nichts &ndern. Tritt die f-Phosphatgruppe des ADP3—
jedoch in ¢is zu N(7) in dic Koordinationsebene des Cu?t ein, so kann: a) entweder durch Ver-
drehung oder Verbicgung der C-N-Glykosidbindung die gegenseitige Anordnung von Adenin- und
Ribose-Ring gestért, oder b) durch elektronische Wechselwirkungen verschiedener Art auch am
N(7) eine «chriage» Lage des p,-Orbitals hervorgerufen werden (z. B. IX), wodurch in jedem Fall
eine Verdnderung der optischen Aktivitat eintreten muss.

4.2, Mechanismen. — 4.2.1. Voraussetzungen. Ist die beobachtete Korrelation
zwischen Reaktivitidt des Triphosphat-Komplexes und optisch anomalem Verhalten
des entsprechenden Diphosphat-Komplexes?3) signifikant, so ist offenbar die Ein-

22} Zur Elektronenverteilung angeregter Zustdnde des Adenin-Systems siche z. B. [21].

23) Diese Korrelation besteht ausser in bezug auf pH und Art des Triphosphatesters auch in be-
zug auf die Art des Metallions. Ferner nimmt auch dic Drehung von Hg?+-ADP?- bei pH 6-7
positive Werte an, im gleichen pH-Bereich tritt ein Maximum der Hydrolysegeschwindigkeit
von Hg?+-ATP4~ auf.

109
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stellung der Koordinationsebene des Cu?+ quer zum heteroaromatischen Ring und die
rdumliche Nachbarschaft von Cu?* und f-Phosphatgruppe sterische Voraussetzung
auch fiir die Labilisierung der terminalen P-O-P-Bindung.

Zur ldentifizierung des Mechanismus dieser Labilisierung gehen wir davon aus,
dass die hydrolytische Spaltung nach PO, —O-i-PO3%- erfolgt: Laut Isotopenver-
suchen tritt Hy'%0 bei der Hydrolyse von Cu2t-ATP* in die y-Phosphatgruppe ein 24).
Im Ubergangszustand muss also jedenfalls 25) die y-Phosphatgruppe in einen «flachen,
sich der sp?- bzw. sp®d-Hybridisierung nihernden Bindungszustand gebracht wer-
den (X)?26). '

- 13-

4.2.2. Koordination der (-Phosphatgruppe des ATP an das Cu2t-Ion. Damit ein
einseitiger Elektronenzug in der richtigen Richtung (sieche X) zustande kommt,
miisste Cu?t in der reaktiven Partikel an die §-PO, -Gruppe koordiniert sein ohne
gleichzeitige Chelatbindung zur y-Phosphatgruppe. Eine solche Anordnung ist im
Cu?*-MTP*- viel weniger wahrscheinlich??) als im Cu?+-ATP4-. Hier ist durch die
rdumliche Nachbarschaft von Cu?+ und 8-PO,~-Gruppe die Koordination der letzteren
an die cis-Koordinationsstelle sterisch begiinstigt?®), analog zur Koordination der
B-PO 2 -Gruppe im Cu2t-ADP3-. Auf diese Weise wiirde im geschwindigkeitsbestim-
menden Schritt Cu?*-ADP3- direkt in seiner energetisch giinstigsten Form ent-
stehen — was sicherlich die Aktivierungsenergie dieses Schrittes weiterhin vermindern
dirfte.

4.2.3. Protoniibertragung von Cu*+ aq. auf die 8- PO,~-Gruppe des AT P4, Im Cu?+-
ATP4*—-Komplex der Struktur IV befinden sich die stark acidifizierten Hydratwasser-
Molekeln des Cu?* nahe an der 8-PO,-Gruppe, so dass eine Protoneniibertragung auf
letztere stark begiinstigt sein muss. Weiter ist — ausser durch die N&he des Cu2+-
Ions?) — auch durch die Nachbarschaft des organischen Ligandteils die Dielektri-
zitdtskonstante in der Umgebung der —-PO, -Gruppe sicherlich stark erniedrigt.

#) Vgl. S.1837. Damit wird z. B. die Erleichterung einer nucleophilen Substitution der §-Phos-
phatgruppe durch das in den cis-Koordinationsstellen gebundene Wasser als Katalyse-Me-
chanismus ausgeschlossen.

%) Gleichgiiltig, ob die Reaktion nun nach Syl oder Sy2 (siehe z. B. [23]) ablauft.

26) Im geschwindigkeitsbestimmenden Schritt muss von der angreifenden H,O-Molekel ein Proton

abgegeben werden. Moglicherweise beruht die in Abschnitt 2.3.4 besprochene Abhingigkeit der

Hydrolysegeschwindigkeit von der Anfangskonzentration [Cu?t-ATP*] darauf, dass jeweils

cine zweite Komplexmolekel cine solche Basenkatalyse bewirkt.

Die —~PO,*-Gruppe ist viel basischer als die —~PO,-Gruppe und vermag das hydratisierte

Metallion auch durch Wasserstoffbindungen zu fixieren (vgl. I).

Der Ausbildungsgrad einer solchen Anordnung miisste so gross sein, dass zwar katalytische

Effekte ausgelost werden, das optische Verhalten des Komplexes durch die laterale Koordina-

tion der §-PO,~-Gruppe jedoch noch nicht messbar beeinflusst wird.

29) Zum Einfluss zweiwertiger Metallionen auf dic Dielcktrizititskonstante der wisserigen Um-
gebung siche {24].

27)

28

=z
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Das fordert aber zusitzlich die mit dem Protoneniibergang (Cu--O(

H\+ O
(CH~OZ\\)H >P< verbundene Ladungsneutralisierung (vgl. z.B. [25]), so dass im

Cu?+-ATP4- (IV) die Ausbildung einer selektiv an der 8-PO,~-Gruppe protonierten
Partikel und damit eine entscheidende Verstirkung der einseitigen Elektronenver-
teilung entsprechend X begiinstigt sind.

4.3. Zusammenhiinge mit enzymatischen Mechanismen der AT P4-A ktivierung. Wie
wir gezeigt haben, ist entscheidend fiir die Erhchung der Reaktivitit der terminalen
Phosphatgruppe im ATP?- die Anlagerung einer sauren Partikel — Metallion oder
Proton ~ selektiv an die 8-PO,~-Gruppe. Dass die saure Partikel nicht an die stirker
basische Haftstelle ~PO,2-, sondern an die viel schwichere Base —PQO,~ gebunden
wird, muss durch eine Art Chelatwirkung herbeigefiihrt werden: Es muss direkt neben
der 8-PO,~-Gruppe eine zusitzliche Haftstelle fiir die saure Partikel vorhanden sein.
Diese Fixierung der sauren Partikel in sterisch giinstiger Anordnung zur —PO,—-
Gruppe —in der nicht-enzymatischen Reaktion iibernimmt sie beim Cu?*, und nur bei
diesem, der Adeninring — kann bei enzymatischen Reaktionen ein anderer Hilfs-
ligand3®) bewirken, etwa nach folgenden Schemata fiir das aktive Zentrum eines
ATP4-umsetzenden Enzyms:

N\
) il b§\

Lo W

\/H\:\E>ﬁ2°az° )(\\/ / \)ﬁ\
ey \k \R\\o\
W{\\{i \\ \\\\l\?\\\\\i\\\\ unpolar /\

] K
CH, E

Eine selektive Protonierung der 8-PO,~-Gruppe kime in XIT dadurch zustande,
dass diese — dhnlich wie im Cu?+-ATP%- -- in einen Bereich niedriger Dielektrizitits-
konstante gezogen wird, wobei das an y-PO42-Gruppe und Hilfsligand koordinjerte
Metallion gleichzeitig die Phosphatkette in dieser Lage verankert. Dass Me2+m0i H

H
hierbei als BRONSTED-Séure fungiert!), wiirde zugleich erkldren, dass oft Mg?+ als
Aktivator enzymatischer ATP4—-Reaktionen durch zweiwertige 3 d-Metallionen, nicht
aber durch Ca®* ersetzt werden kann: Mg?*, Mn2+ u.a.m. sind wesentlich stirkere
Sauren als Ca?t 31),

Herrn Professor H. ERLENMEYER sind wir fiir sein in vielf4ltigen Anregungen und Diskussionen
erzeigtes Intercsse an unseren Untersuchungen zu grossem Dank verbunden.

30) Dieser Hilfsligand kann hier nicht — wic der Adeninring im ATP — eine Selcktivitit fiir stark
komplexbildende Metallionen wie z. B. Cu®+ haben, sondern muss insbesondere auch schwach
komplexbildende Ionen wie Mg?+ und Mn2+ binden; so wiirde die Bevorzugung dieser Tonen
als Aktivatoren enzymatischer ATP4--Reaktionen (siehec z. B. [26]) verstindlich.

31) Zur Wirkung hydratisierter Metallionen als BRONSTED-S4uren vgl. auch [27].
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Beim Zustandekommen der vorliegenden Arbeit haben sich die Herren stud. chem. A, WIEBER
und U. GI1GER, Frl. E. DALLE CARBONARE, Frl, M. S1LBER, Frau E. ScHNEIDER und vor allem Frl.
M. DURSTELER verdient gemacht. Die Messungen der Rotationsdispersion verdanken wir Herrn
Dr. F. BurkaarRDT, Fa. HoFFMANN-TLA RocHE, Basel, und dic lethwcise Uberlassung cines Polari-
meters dem Physikalisch-Chemischen Institut der Universitat Basel. Wertvolle Ratschlige bei der
Abfassung des Manuskriptes verdanken wir den Herren Dres. B. Prigs und G. WaGNIERE, Dem
SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS ZUR FORDERUNG DER WISSENSCHAFTLICHEN FORSCHUNG gilt
auch an dieser Stelle unser besonderer Dank fiir die Unterstiitzung unserer Arbeiten.

5. Experimentelles.—5.1. Reagenzien: NayADP, Na,HIDP, Na,HITP und Metallperchlorate,
FLuka A.G., Buchs; Metalichloride E. MERCK, Darmstadt; Na,H,ATP SicmMa CuEM. Co., St. Louis,
USA. Darstellung von MTP siche [10].

5.2. Kinelische Messungen. Losungen der Triphosphatester wurden unter den jeweils ange-
gebenen Bedingungen bei 50° +- 0,2° inkubiert. Nach verschiedencn Zeiten wurden Proben zur
Phosphatbestimmung entnommen: 5-107% bis maximal 510~ mMol Phosphat enthaltende
Probe + 0,5 ml HCIO, 65-proz. + 4,0 ml Accton + 2 ml Molybdatreagenz (2,5 g (NH,);Mo,0y,,
4H,0+ 0,8 ml HCIO  65-proz. +11 H,0), mit Wasser auf 10 ml aufgefiillt und bei 320 myu gegen
eine entsprechende Lésung ohne Phosphat gemessen [28]. Unter diesen Bedingungen sind die Tri-
phosphatester rclativ stabil, ihre Konzentration in der Messlésung darf jedoch nicht héher als
10~%M sein, da sonst der Phosphomolybdat-Komplex nicht mehr vollstindig ausgebildet wird.
Den Reaktionslosungen wurden keine Puffer zugesetzt; die Phosphatfreisetzung wurdc deshalb im
allgemeinen nur bis ca. 0,5 Mol HPO,2~/Mol Triphosphatester zur Bestimmung der Geschwindig-
keitskonstanten ausgewertet, pH-Verdnderungen waren so < 0,2.

5.3. Optische Messungen. UV .-Differenzspektren wie in [10]. IR.-Spektren wie in [9]. Messung
der optischen Drchung bei der 546-mu-Hg-Linie in 40-cm- bzw. 10-cm-Kiivetten (visueller Ab-
gleich).

SUMMARY

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 respective
nucleotide complexes. It 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 -PO,~ group. Such selective coordination — versus the
concurrent coordination to the more basic terminal ~PO,%~ group - is brought about
by the occurrence of an additional ligand in juxtaposition to the §-PO,~ group,
providing a kind of chelate effect in favour of the complex isomer in which the terminal

P-O-P bond is labilized. Institut fiir Anorganische Chemie

der Universitidt Basel
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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. Giinthard
(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 [1]1). Wir beschrieben kiirzlich eine optische Methode [2]
zur Bestimmung von Grenzflichen- und Massen-Diffusionskoeffizienten. Bei der
Anwendung derselben auf die Diffusion in Kunststoffolien traten Abweichungen von
dem cinfachen Modell der idealen Diffusion in planparallelen Schichten auf, die Ver-
anlassung zur Untersuchung eines allgemeineren Modells gaben, 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 schon unter vereinfachenden Voraussetzungen recht verwickelt, und wir
geben in dieser Arbeit einige approximative Losungen dicser Aufgabe an.

1) Die Zahlen in eckigen KKlammern verweisen auf das Literaturverzeichnis, S. 1742,



