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Es gibt eine Reihe von 8ubstanzen, welche die oxydative Phosphory- 
lierung hemmen, ohne die Elektroneniibertragung zwischen den redu- 
zierten Cofermenten und Sauerstoff in entkoppelten Mitochondrien zu 
beeinflussen. Diese Inhibitoren, deren bestuntersuchter Vertreter das 
Antibiotikum Oligomycin ist 1, 2, blockieren die Verwertung der bei der 
Endoxydation freigesetzten Energie zur Synthese des Adenosintriphos- 
phats. Auch die Teilschritte dieser Synthese, wie z .B .  die Austausch- 
reakt~onen zwischen ~norganischem Phosphat und der u 
gruppe des Adenosintriphosphats (P~- -ATP-Aus tausch)  und zwischen 
den Sauerstoffatomen des Phosphats und des Wassers (P~---H~O-Aus- 
tausch) - -  Reaktionen, die an sioh auch ohne Nettosynthese yon A T P  

ablaufen kLnnen - -  werden gehemmt. 
Atractylosid, das toxische Prinzip der Composita Atractylis gummi- 

fera, wurde yon Bruni  et al. 3 und yon Vignais et al. 4 als ein Inhibitor 
der oxydativen Phosphorylierung chsrakterisiert, der wie 01igomycin 
die Energieiibertragung und nicht den Elektronentransport blockiert. 
Neuere Untersuehungen haben gezeig~,, da/~ Atractylosid nur  die Phos- 
phorylierung des exogenen, nicht jedoch die des intramitochondrialen 
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Adenosintriphosphats unterbindetS-L Klingenberg et al. v, s haben die 
Existenz eines spezifischen Austauschenzyms postuliert, das den Trans- 
port der Adeninnucteotide dureh die innere Membran der Mitochondrien 
regelt. Die Wirkung des Atractylosids wird auf eine Hemmung dieses 
Austauschenzyms zuriickgefiihrt, wodurch die ATP-Syn these  und auch 
der P i ~ A T P - A u s t a u s c h  bis ~uf einen kleinen, dutch die intramitochon- 
drialen Adeninnucleotide bedingten Restbetrag unterbunden werden. 
Eine eindeutige Differenzierung der Wirkungsweise des Atr~ctylosids 
yon der des Oligomycins sollte die Untersuchung des Pi--H20-Austau- 
sches ermSglichen. Wenn Atraetylosid nur den Transport der Adenin- 
nueleotide hemmt, sollte es keinen Einflul~ auf diese Austa.uschreaktion 
haben. In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, dab Konzentrationen yon 
Atraetylosid, die die gekoppelte Atmung, die Phosphorylierung yon 
exogenem A D P  und den P i - - A T P - A u s t a u s c h  hemmen, ohne Wirkung 
auf den _P~--H20-Austausch sind. 

Rattenlebermitoehondrien wurden nach Schneider und Hogeboom 9 

dutch differentielles Zentrifugieren isoliert und in 0,25m-Rohrzucker-- 
10mm-Tris/C1- (pH 7,4) suspendiert. Das Inkubationsmedium hatte 
folgende Zusammensetzung: 0,25m-Rohrzucker, 10mm Tris/C1- (pit 7,4), 
6mm KC1, 7ram MgC12, 10ram KH2P04 (mi~ einem lS0-Gehalt yon 
0,8% fiber dem natiirliehen Wert) und 8 mg mitoehondria]es Protein 
in einem Volumen von 1 ml. Bei den aus der T~belle ersichtlichen Proben 
wurden auBerdem 0,5 Mikromol A T P  oder ADP,  0,12 Mikromol Atrac- 
tylosid (in 50proz. Xthanol gelSst) oder 20 Mikrogramm Oligomycin 
(in 96proz. Xthanol) zugesetzt. Die Proben ohne Inhibitor enthielten eine 
entspreehende Menge Xthanol. Die Reaktion wurde nach 2 Min. bei 
30 ~ C mit 2 ml 0,5m-Trichloressigsi~ure abgestoppt, 10 Mikromole KHsP04 
(mit natiirlichem lS0-Gehalt) zugesetzt und das denaturierte Protein 
dureh seharfes Zentrifugieren abgetrennt. Aus dem ~Jberstand wurde 
das Phosphat als MgNH4P04 isoliert, in 0,1n-HC1 gelSst, dutch Sehfitteln 
mit Tierkohle yon Nucleotiden befreit und schlie~lich naeh Chromato- 
graphie fiber eine Dowex-50-X8 S/iule (H+-Form, 5 • ram) als verd. 
Phosphorsaure erha]ten. Diese LSsung wurde mit verd. K0H auf pH 4,4 
eingestellt und eingedampft. Die Umw~ndlung des IKH2P04 in CO2 
erfolgte naeh der Methode von Boyer et al. 10 dureh Erhitzen mit Gu~nidin- 
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hydrochlorid. Das lso/160-Verh/~ltnis bestimmte ich an einem 5{assen- 
spektrometer der Firma Balzers (Type CMS 80). Die Bereehnung des 
Pi--H~O-Austausches erfolgte in der yon B o y e r  et al. 11 angegebenen 
Weise; das Ergebnis ist in Mikromolen HeO ausgedriickt. Alle Werte 
sind das Resultat  yon Doppelbestimmungen. Das verwendete Massen- 
spektrometer erlaubt bei kleinen Gasmengen (20--30 Mikromole C02) 
eine Bestimmung des lsO-Gehalts mit  einer Genauigkeit yon 1- -2%.  
Nach Umrechnung auf die Zahl der umgesetzten Mikromole I t20 ent- 
sprieht dies einem Fehler yon 3 - -6%.  Die einzelnen Mitochondrien- 
pr~,parationen und die Wirkung der Inhibitoren wurden am Sauerstoff- 
polarographen (, ,Oxygraph" der Firma Gilson Medical Electronics) 

Tabelle 1. Einflul3 yon  A t r a c t y l o s i d  und  O l i g o m y c i n  auf  den 
P i - - H 2 0 - A u s t a u s c h  y o n  R a t t e n l e b e r m i t o c h o n d r i e n  

Atom% ~80 ~80-Austausch 
Probe Zusatz Inhibitor lJberschu~* Mikromo| H~O/Min, 

Blindwcrt - -  - -  0,804 0,00 
1 - -  - -  0,642 4,50 
2 - -  Atr. 0,646 4,37 
3 - -  O1. 0,788 0,40 
4 A D P  - -  0,640 4,55 
5 A D P  Atr. 0,622 5,13 
6 A T P  - -  0,624 5,06 
7 A T P  A~r. 0,608 5,58 
8 A T P  OI. 0,784 0,51 

* Der natfirliche ~O-Gehalt des Phospha~s (0,205 %) wurde bereits subtrahiert. 

durch Best immung der Atmungskontrolle bzw. der Atmungshemmung 
geprtift. In  einigen F~llen wurde auch der P~--ATP-Austausch bestimmt. 
Dies erfolgte durch Zusatz yon tr/tgerfreiem 32P-Phosphat (ca. 1 Mikro- 
curie pro Probe) zur Inkubationsmischung und nachfolgende Messung 
der Radioaktivit~t  im A T P  an einem aliquoten Antefl. In  Ubereinstim- 
mung mit  den Resultaten anderer Autoren wird dieser Austausch durch 
Atractylosid auf den in Abwesenheit yon exogenem A T P  gemessenen 
Wer t  reduziert. 

Die Ergebnisse fiber den Einflu~ yon A~ractylosid auf den yon Ratten-  
lebermitochondrien katalysierten P~--H20-Aust,ausch sind in Tab. 1 
zusammengefa~t.  In  Abwesenheit yon AdeninnucIeotiden im Inkubations- 
medium wurde eine leichte Hemmung beobachtet,  die bei vier Experi- 
menten zwischen 2 und 129~ ]ag~ I m  Gegensatz dazu zeigt Oligomyoin 
eine drastische, mehr als 90proz. Hemmung  des P i~H20-Austausches .  
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In Gegenwart kleiner Mengen von Adeninnueleotiden bewirkt Atraetylosid 
sogar eine sehwaehe Stimulierung und der gemessene Austausch war bis 
zu 20~o hSher als der der Kontrollwerte ohne Inhibitor. Dabei mul~ noch 
berficksiehtigt werden, dalt bei Abwesenheit yon Atractylosid lSO-mar- 
kiertes Phosphat dureh Phosphorylierung bzw. durch PI--ATP-Aus- 
tauseh in den Nucleotidpool transferiert wird. Wenn man diesen Verlust 
an isO-Phosphat in Reehnung stellt, dann liegt bei den Proben 4 und 6 
der tatsgehliehe P~--H20-Austauseh n//herungsweise 10 bzw. 15~o unter 
den in der Tabelle angegebenen Werten. Die Differenz im gemessenen 
Pi--H20-Austausch zwisehen den Proben mit und jenen ohne Atractylosid 
vergrSl~ert sioh dureh diese Korrektur. Es diirfte sieh also um eine signi- 
{ikante Erh6hung h~ndeln, deren Ursache jedoeh unbekannt ist. 

Atraetylosid repr/isentiert somit einen neuen Typ von Inhibitor, 
der dutch das Fehlen einer hemmenden Wirkung auf den Pi--It20- 
Austauseh leieht von den anderen Inhibitoren der gekoppelten Atmung 
unterschieden werden kann. Die am P~--H20-Anstausch beteiligten 
Einzelreaktionen sind ebenso unbekannt wie der Mechanismus der 
oxydativen Phosphorylierung selbst. Es gibt jedoch gute Hinweise, dal~ 
sgmtliche Teilsehritte der oxydativen Phosphorylierung einschlieNich 
der Synthese des intramitoehondrialen Adenosintriphosphats ungehemmt 
ablaufen mtissen, um maximalen Pi--H20-Austauseh zu ermSgliehen 12. 
Das Fehlen einer signifikanten Hemmung dieser Austausehreaktion 
durch Atraetylosid best/itigt auf unabhs Wege die yon Klingen- 
berg et al. v, s entwickelten Vorstellungen fiber den Wirkungsmechanismus 
dieses Inhibitors. 

Die massenspektrometrisehen Messungen wurden am Mineralogisehen 
Institut der Universit//t Wien unter der freundlichen Anleitung yon 
Herrn Prof. Dr. A. Preisinger und Herrn Dr. W. Kaltenegger durchge- 
ffihrt, tterrn Dr. G. Sauermann danke ieh ftir die l~berlassung von 
Atraetylosid. 
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