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204. Modelle fur Kopplungsmechanismus und Trager-induzierten 
Alkaliionentransport in Mitochondrienmembranen 

von H.-K. Wipf und W. S imon 
Organisch-chemisches Laboratorium, Eidgenossische Technische Hochschule, Zurich 

(22. VJIT. 70) 

Summary. Energetic coupling of oxidative phosphorylation in mitochondria is discussed in the 
light of recent findings concerning mediation of alkali cation transport by antibiotics : Decoupling 
by cation-specific antibiotics of the valinomycin group, as well as by classical decoupling agents 
(e.g. 2,4-dinitrophenol), can easily be interpreted on the basis of their known molecular properties 
if Mitchell’s chemi-osmotic theory is accepted. fl Ion pump)) mechanisms, as proposed by several 
authors, require additional assumptions that do not seem justified. 

In grundlegenden Arbeiten von Moore & Pressman [l] einerseits, sowie Lardy et al. 
andererseits [Z ]  [3] [4] ist aufgezeigt worden, dass sich gewisse Antibiotica in ihrer 
Wirkung auf Mitochondrienmembranen alkaliionenspezifisch verhalten. So bewirken 
Antibiotica der sogenannten Valinomycin-Gruppe [3] [S] [6] (Tab. 1) unter gewissen 

Valinomycin Nigericin 

f 
2 5 p l  H* 

i 

i min 

LS 

H +  

K +  
Fig. 1. Effekt von Valinomycin und Nigericin auf Mitochondrien [8] 

Zugabe von Valinomycin bewirkt: a) Abgabe von Protonen ans Medium (aH+ J)) ; b) Akkumulation 
von Kalium-Ionen in den Mitochondrien ((( K+r) ; c) Anschwellen der Mitochondrien, verfolgt an- 

hand der Lichtstreuung (aLS ,). Fur die experimentellen Details siehe [5]. 
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Bedingungen eine Aufnahme von Kalium-Ionen in intakte Mitochondrien, wahrend 
Antibiotica der Nigericin-Gruppe [3] [5] [6] die durch Vertreter der Valinomycin- 
Gruppe induzierte Wirkung weitgehend ruckgaingig machen [3] [4] [7] [8] (Tab. 1, vgl. 
Fig. 1). 

Tabelle 1. Eigenschaften von Antibiotica der Valinomycin- und Nigericin-Gruppen 

Antibiotica der 
Valinomycin-Gruppe 

Antibiotica der 
Nigericin-Gruppe 

Typische 
Vertreter 

Valinomycin, Makrotetrolide, Nigericin, Monensin, Diane- 
Enniatine, Gramicidine 
A, B, C, S 

mycin, X-206, X-537 A 

Wirkung in Induzierte Kaliumionen-Auf- 
Mitochondrien nahme, verbunden mit : 

Abgabe von Protonen ans 
aussere Medium 
Schwellen der Mitochondrien 
Anregung der Respiration 
Induzierte ATPase-Aktivitat 
Entkopplung der oxydativen 
Phosphorylierung 

Entfalten ihre Hauptaktivitat 
nach dem Einsatz von Anti- 
biotica der Valinomycin- 
Gruppe, indem sie diesen ent- 
gegen wirken. Insbesondere : 
Abgabe von akkumulierten 
Kalium-Ionen ans aussere 
Medium unter Austausch gegen 
Protonen 
Abschwellen der Mitochondrien 

Chemische Elektrisch neutral bei physio- Liegen bei physiologischem pH 
Eigenschaften logischem pH als Anionen vor 

Komplexbildung rnit Alkali- 
metall-Kationen Alkalimetall- Kationen 
Selektivitat K+ > Na+ 
Komplexe sind lipidvertragliche, 
grosse Kationen Na+ > K+ 

Komplexbildung des Anions rnit 

Selektivitat fur Nigericin 
K+ > Na+; fur Monensin 

Schlecht wasserlosliche und gut 
lipidlosliche Komplexsalze 

Die Ahnlichkeit in der Alkaliionenspezifitat in biologischen Systemen und bei 
EMK.-Messungen an Modellmembranen bestehend aus Antibiotica der Valinomycin- 
Gruppe auf inertem Tragermaterial [9] [lo] fiihrte zur Erkenntnis, dass die Wirkung 
dieser Antibiotica in hohem Masse auf einer selektiven Komplexbildung mit Alkali- 
Ionen beruhen muss [9-111 (vgl. auch [la]). Nachdem nun heute feststeht, dass sowohl 
Antibiotica der Valinomycin- als auch der Nigericin-Gruppe selektiv rnit Alkali-Ionen 
lipidlosliche Komplexe bilden und in Modellsystemen als Trager (Carrier) [8] [13-151 
fur einen selektiven Transport von Alkali-Ionen verantwortlich sind, stellt sich die 
Frage nach ihrem unterschiedlichen Verhalten in Mitochondrien und allgemein nach 
ihrem Wirkungsmechanismus in biologischen Systemen. In der vorliegenden Arbeit 
wird in Anlehnung an das Verhalten der diskutierten Antibiotica in Modellmembranen 
[13] [16] [17] gezeigt, in wieweit deren Wirkungsweise in Mitochondrien im Rahmen der 
chemi-osmotischen Theorie von Mitchell [18] auf molekularer Grundlage rationali- 
siert werden kann (vgl. auch [17] [19] [ZO]). 

Nach der chemi-osmotischen Theorie von Mitchell [18] wird die in Mitochondrien 
freigesetzte Oxydationsenergie intermediar durch den Aufbau einer elektrischen Po- 
tentialdifferenz gespeichert . Diese Energie wird in ungestorten Mitochondrien zur 
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Synthese von ATP aus ADP und anorganischem Phosphat (Pan) verwendet. Mit der 
vektoriell in der Mitochondrienmembran ablaufenden Redoxreaktion ist entsprechend 
Fig. 2 ein aktiver Protonentransport nach aussen (Intracristaeraum) verknupft. Die 
Synthese von ATP fuhrt mit einem Rucktransport von Protonen nach innen (Matrix- 
raum, vgl. Fig.3) zu einem geschlossenen Kreislauf (Fig.4). Dabei hat die Membran 

Intracristaeraum, Membran Matrixraum, 
aussen innen 

2H+ f- 

Fig. 2. Schematische Darstellung einer SchZeife der Redoxreaktion nach Mitchell [18j 
Kombination von Wasserstofftransfer (R/RH,; z. B. FAD/FADH,) und Elektronentransfer 

(aM/M2+r; z. B. Cytochrome in reduzierter und oxydierter Form) 

Intracristaeraum, Membran Matr ixrau m, 
aussen innen 

I I ADP + POH 

\ '. 
I I 

8 
x- I (C 1 

------_. 
,' x-  -x- 2H+ '\.,. I 10- -- --L -___ ----- ------- "i ' ATP 

Fig. 3. Schematische Darstellung der A TP-Synthese nach Mitchell [18j 
A, B und C bedeuten funktionelle Regionen (Hydrolase, Translocase bzw. Synthetase). Sie gehoren 

moglicherweise zum selben Enzym. XH und IOH sind saure Species, X-I ein Anhydrid. 

die Funktion einer Schranke bzw. eines Isolators zwischen Matrix- und Intracristae- 
raum. Die ((Protonmotorische Kraft P von Mitchell [18] setzt sich aus einer elektrischen 
(Potentialdifferenz) und einer osmotischen (pH-Differenz) Komponente zusammen, 
wobei die Potentialdifferenz grundsatzlich zum Transport von anderen Kationen oder 
Anionen venvendet werden kann. Ein derartiger Transport setzt eine adaquate Lipo- 
philie der zu transportierenden Species voraus. 
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Auf Grund der Ergebnisse von Rontgen-Strukturanalysen an Komplexen von 
Antibiotica mit Alkali- bzw. Silber-Ionen sind fur diese Trager-Komplexe die folgen- 
den Aufbaukriterien giiltig [6] [15] [ZO] [Zl] : 
- Das Zentral-Ion ist von 5 bis 8 Sauerstoffatomen des Liganden koordiniert, wo- 

durch die polaren funktionellen Gruppen weitgehend gegen das Zentralatom ge- 
richtet werden. 

- Die apolaren (lipophilen) Ligandanteile (Methyl- und Methylengruppen) sind vor- 
zugsweise gegen aussen gerichtet und bilden eine lipophile Oberflache. 
Das Zentral-Ion als solches ist nicht solvatisiert. - 

Dementsprechend maskieren die Trager-Antibiotica die Alkali-Ionen derart, dass die- 
se lipidvertraglich werden. Die wesentlichsten molekularen Unterschiede von Vertre- 
tern der Valinomycin- und Nigericin-Gruppe beruhen nun darauf, dass die Alkali- 
kationenkomplexe der ersteren elektrisch geladen, jene der letzteren elektrisch neutral 
sind. Obwohl beide Komplexarten lipidvertraglich sind, mussen sie sich also in einem 
elektrischen Potentialgradienten verschieden verhalten. Entsprechend der in Fig. 4 

H+-------' -*. 

Mat rixraum innen, d 0 
f- / 11 %+;;; ATP+H20 

I ADP + P, 

lntracristaerwm aussen,6 0 
-. - ---___._-- H+/ 

Fig. 4. Kopplung der oxydativen Phosphorylierung i n  ungestorten Mitochondrien 
In  ungestorten Mitochondrien wird die Energie der Redox-Reaktion (links in der Figur) durch 
Aufbau eines elektrischen Potentials intermediar gespeichert. Das Potential wiederum ermijglicht 
die Synthese von ATP (rechts in der Figur). Die Angaben in dieser und den folgenden Figuren sind 

nur schematisch und keinesfalls stochiometrisch richtig. 

angegebenen Potentialdifferenz ist bei Gegenwart von Kalium-Ionen im Intracristae- 
raum durch Zugabe des kaliumspezifischen Antibioticums Valinomycin ein Trager- 
Transport von K+ vom Intracristaeraum in den Matrixraum zu envarten. Dabei findet 
die Komplexierung im Bereich der ausseren, die Dekomplexierung im Bereich der in- 
neren Membrangrenzflache statt und das wieder freigesetzte Valinomycin diffundiert 
zuruckl). Durch diesen im Austausch fur Protonen erfolgenden Kaliumtransport wird 
die ursprungliche Potentialdifferenz abgebaut und dadurch der Redoxprozess be- 

l) Eigen weist besonders auf die zeitliche Koordination der drei Teilvorgange Komplexierung, 
Transport und Dekomplexierung hin [22]. Fur einen Trager-Transport kann der Durchtritt 
durch eine Membran nicht beliebig beschleunigt werden, da mindestens in einer Richtung freie 
Diffusion auftritt, welche im optimalen Fall geschwindigkeitsbestimmend wird. Die mittleren 
Durchtrittszeiten fur biologische Membranen liegen bei einer Millisekunde [23] [24]. Die Disso- 
ziationskonstante des Komplexes darf also nicht kleiner als R- = 108 s-l werden, sonst wird die 
Dekomplexierung geschwindigkeitsbestimmend. Andererseits ist die Hinreaktion der Kom- 
plexierung praktisch diffusionskontrolliert und lauft demnach mit maximaler Geschwindigkeit 
[23] [25] a b  ( k ,  = 3 . 108 M - ~  s-l). K = k + / k -  darf somit nicht grosser als ca. lob M-' werden, 
sonst wird der Transport verlangsamt. 
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schleunigt. Parallel dazu fuhrt dieser Potentialabbau zu einer Verlangsamung und 
schliesslich zu einer Umkehr der ATP-Synthese (Stimulierung der ATPase-Aktivitat, 
Fig. 5). Diese Vorstellungen stehen in bester ubereinstimmung mit Beobachtungen 
der Entkopplung der oxydativen Phosphorylierung in Lebermitochondrien [ l ]  [2] [5] 
~261 ~ 7 1 .  

U+ U+ 

Matrixraum , innen,& 0 /" r "\ 

lntracristaeraum aussen,6 0 
K +  

Fig. 5. Kalaumabhangage Entkopplung durch eanen Vertreter der Valinomyczn-Grupppe ( Val)  
Valinomycin (Val) fiihrt zu einem Austausch von Kf und Hf 

H+ H+ 
Matrixraum f innen,& 0 

SH2+'/202 

S + H20 

lntracristaeraum 

Fig. 6. Entkopptung der oxydativen Phosphoryiierung durch einan klassischen Entkoppler A rOH 
(z. B.  2,4-Dinitrophsnol) 

Durch einen cyclischen Prozess erzeugt der Entkoppler einen Kurzschluss. Das Potential wird ab- 
gebaut, und Energie von der Oxydation (links in der Figur) oder in Form von A T P  (rechts in der 

Figur) wird verbraucht. 

In gleicher Weise ist die Funktion klassischer Entkoppler der oxydativen Phos- 
phorylierung [17] [19] [28] wie zum Beispiel von 2,4-Dinitrophenol (ArOH, Fig.6) zu 
deuten. Im Falle dieser klassischen Entkoppler wird das Anion ArO- im Potential- 
gradienten transportiert und die neutrale Species diffundiert als Protonen-Trager zu- 
ruck. Die Wirkung derartiger Entkoppler setzt einerseits eine hinreichende Aciditat 
der protonierten Verbindung voraus, andererseits darf das korrespondierende Anion 
im Hinblick auf seinen Transport im Potentialgradienten nur unbedeutend mit La- 
dungszentren in der Membran in Wechselwirkung treten. In ubereinstimmung mit 
diesen Gegebenheiten erlauben die bekannten klassischen Entkoppler eine ausge- 
dehnte Delokalisation der negativen Ladung uber mehrere Zentren und fuhren dadurch 
zu einer Verminderung der elektrostatischen Wechselwirkungen mit der Membran. 
So sind verschiedene Phenole als Entkoppler aktiv, wahrend Benzoesaure mit ver- 
gleichbarem pK-Wert und struktureller Ahnlichkeit als Folge ungenugender Ladungs- 
delokalisation unwirksam ist [26] [28]. 
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Die elektrisch neutralen Alkaliionenkomplexe von Monensin und Nigericin werden 
durch elektrische Potentialgradienten nicht beeinflusst [8] [14] [17], hingegen ermog- 
lichen sie einen Transport von Alkali-Ionen durch erleichterte Diffusion [8] [17]. Ein 
mit Hilfe von Valinomycin induzierter Kaliumionenkonzentrationsgradient kann so- 
mit durch Antibiotica der Nigericin-Gruppe ohne direkte Beeinflussung der Potential- 
differenz abgebaut werden (Fig. 7). 

H+ 

Matrixraurn - innen, 6 0 

E SH2+'/202 m I m ATP+ H20 

5 S+H20 Y ADP+Pan 
I 

2 
I 2 

! 

aussen, 5 0 i lntracristaerwm 
K +  

bioticums der Nigericin-Gruppe ( H N i g )  
Fig. 7. Austausch von Protonen und  Kalium-Ionen durch erleichterte Diffusion mit Hilfe eznes Anti- 

I' <;cl/k 
Matrixraum 

Fig. 8 .  Erleichterte Diffusion uon Kf und geezgneten Anionen A-  in Form eines Ionenpaares des 
Valinomycilz-Kaliumkom~lexes (Val K+ A-, rechts in der Figur) ; erleichterte Dif fusion von Anionen 

in der protonierten Form (HA,  links im Bild) 

Durch erleichterte Diffusion ist grundsatzlich der Transport von Alkali-Ionen im 
Verband eines Ionenpaares zwischen Trager-Komplexen der Valinomycin-Gruppe und 
geeigneten Anionen A- denkbar [8] [15] (Fig.8). Sowohl dieser Mechanismus als auch 
die erleichterte Diffusion von Anionen in Kombination rnit dem Transport von Alkali- 
Ionen diirfte durch sekundaren osrnotischen Wasserausgleich durch die Membran zu 
einem Anschwellen der Mitochondrien fuhren, wie dies auch beobachtet wird (31 [17] 
[29] [30]. Es ist durchaus moglich, dass zusatzlich zu diesem osmotischen Effekt noch 
andere Mechanismen zum Wassertransport beitragen [29]. 

Somit lassen sich die wesentlichen an Mitochondrien beobachteten Effekte (vgl. 
Tab. 1) zwanglos im Rahmen der chemi-osmotischen Theorie von Mitchell und der hier 
aufgezeigten molekularen Gegegebenheiten rationalisieren (vgl. dazu auch Fig. 1). Die 
Alkaliionenspezifitat der Antibiotica in Mitochondrien ist weitgehend auf ihre selektive 
Komplexbildung mit Alkali-Ionen und dem daraus folgenden selektiven Transport 
dieser Ionen zuruckzufuhren [13] [16] [17]. Da die Komplexbildung auch bei EMK.- 
Messungen an Modellmembranen der ausschlaggebende Faktor ist [31], liegt eine aus- 
gepragte Parallelitat der Wirkung in biologischen Systemen (ATPase-Aktivitat) und 
EMK.-Messungen vor (Fig. 9) [6] [lo]. 
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a EMF 
[m VI 

3 0  

2 0  

10 

Li+ Na+ K +  Rb+ Cs+ 
Fig. 9. Vergleich der ionenspezifischen Wirkung von Makrotetroliden in biologischen Systernen 

(ATPase-Aktivitat) und in EMK.-Messungen an GZasfritten [6] 

Obschon die chemi-osmotische Betrachtungsweise die beobachteten Tatsachen in 
Mitochondrien zu rationalisieren vermag2), geniigen die Argumente nicht, um das Mo- 
dell der sogenannten ((Ionenpumpe~ [l] [3] [8] [33] endgiiltig zu widerlegen. Im Gegen- 
satz zur chemi-osmotischen Theorie, die einen aktiven Protonentransport und unter 
dem Einfluss von Antibiotica der Valinomycin-Gruppe einen sekundaren Kalium- 

2, Die kiirzlich veroffentlichten Messungen des Potentials an Mitochondrienmembranen [32] 
wiirden die chemi-osmotische Theorie widerlegen. Die Messungen sind jedoch sehr zweifelhaft. 
Ein Einfuhren von Glaskapillaren von 0,5 p Durchniesser in die Mitochondrien (2-4 p) diirfte 
zumindest die Funktion der Mitochondrien stark storen, wenn nicht gar zum Zusammenbruch 
des Potentials fiihren. Die gemessenen Potentialdifferenzen von nur 5 bis 10 mV, deren Polari- 
t a t  entgegengesetzt zu der von der chemi-osmotischen Theorie geforderten liegt, sind so klein, 
dass sie durchaus reine Oberflachen- bzw. Phasengrenzflacheneffekte sein konnten. Zudem 
wurde nicht bewiesen, dass die Glaskapillaren iiberhaupt bis in den Matrixraum gelangt sind. 
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transport in der Gegenrichtung beinhaltet , verlangt das Modell der (( Ionenpumpe )) 
einen aktiven Kaliumtransport unter Mitwirkung der Antibiotica der Valinomycin- 
Gruppe. Dieser scheinbar kleine Unterschied ist jedoch von tiefgreifender Konsequenz 
wie aus Tab. 2 hervorgeht. 

Eine der Hauptschwachen der Argumentation im Sinne der (( Ionenpumpe, be- 
steht jedoch in der Annahme der Existenz eines in ungestorten Mitochondrien in sei- 
ner Aktivitat nicht nachgewiesenen (( Pumpensystems)), das nun bei einer offensichtli- 
chen Storung im Membranbereich aktiviert wird. 

Tabelle 2 .  Gegeniiberstellung der oxydativen Phosphorylierung in Mitochondrienmembranen nach der 
chemi-osmotischen Theorie bzw. auf Grund des Modells der # Ionenpumpe u 

Phanomen Erklarung durch 

chemi-osmotische Theorie Modell der d Ionenpumpe )) 

Primarer Transport Protonen; zwanglos aus der K+; durch zusatzlichen, weder 
von Ionen vektoriell ablaufenden Redox- funktionell noch analytisch 

reaktion erklarbar nachgewiesenen Mechanismus 
zu rationalisieren 

Kopplung der Erfolgt iiber elektrisches Verlangt wird ein zusatzliches, 
oxydativen Potential; dieses erlaubt den noch nie nachgewiesenes, 
Phosphorylierung Ablauf chemischer Prozesse wie H hochenergetisches H Zwischen- 

auch den Transport von Ionen produkt als Verbindungsglied 
zwischen den Reaktionen 

Funktion der Schranke und Isolator; Membran Schranke; Membran ist als 
Membran ist an der Kopplung beteiligt solche unwesentlich fiir die 

Kopplung 

Wirkung kationen- Transport von lipidvertrag- Wirkung iiber komplizierten 
spezif ischer lichen Ionen in einem Mechanismus, der immer vor- 
Entkoppler der elektrischen Potentialgradienten handen ist, aber erst bei 
Valinomycin-Gruppe Anwesenheit von Antibiotica 

der Valinomycin-Gruppe voll 
aktiviert wird 

Wirkung klassiscber In  Analogie zur Wirkungsweise Hydrolyse des u hochenergeti- 
Entkoppler der kationenspezifischen schenu Zwischenproduktes unter 

Entkoppler der Valinomycin- 
Gruppe erklarbar nach unbekanntem Mechanis- 

Mitwirkung der Entkoppler 

mus; Wirkungsweise von jener 
der Entkoppler verschieden 

Mechanische Defekte Elektrischer Kurzschluss ; Zusammenbruch der chemi- 
der Mitochondrien- Kopplung bricht zusammen schen Kopplung infolge 
membran mechanischer Defekte kaum 

erklarbar 

Im Gegensatz zur chemi-osmotischen Betrachtungsweise, nach der die heute be- 
kannten Gegebenheiten auf Grund von naheliegenden Annahmen erklart werden 
konnen, sind zur Aufrechterhaltung der Rationalisierung entsprechend dem (( Ionen- 
pumpenmodell, eine Reihe von recht hypothetischen Annahmen zu treffen. 
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Die vorliegende Arbeit wurde durch den Schmeizerischen Nationalfonds zur Forderung der wis- 
senschaftlichen Forschung unterstutzt. 
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