
31P- und ^-NMR-Untersuchungen über die Wechselwirkung 
von ATP mit Mg2+, Ca2+ und Monoaminen
31P- and 'H-NMR-Investigations about the Interaction of ATP with Mg2+, Ca2+, 
and Monoamines

Helmut Sapper, Wolfgang Gohl und Wolfgang Lohmann

Institut für Biophysik der Justus-Liebig-Universität Gießen, Leihgestemer Weg 217, D-6300 Gießen 

Z. Naturforsch. 35 c, 569-577 (1980); eingegangen am 27. März 1980

ATP, Phosphate Interaction, Stacking Association, Phosphorus and Proton Magnetic Resonance

The interaction between aromatic amines and ATP is based upon an electrostatic attraction of  
the protonated amino groups to the negatively charged phosphate groups o f ATP combined with 
a stacking association between the ring systems. The complexes formed are relatively weak (as­
sociation constants 4 - 4 8  M_1), shortlived (life time smaller than 0.02 s), and mainly 1:1 in 
stoichiometry preferring the terminal phosphate o f  ATP as the site o f  association. The divalent 
metal ions Mg2+ and Ca2+ bond stronger than the amines (association constants 1500 and 100 M_1, 
resp.) prefer the /?-phosphate group changing thereby the geometry o f  the ATP phosphate chain. 
Thus, they reduce the amine-ATP association in ternary mixtures.

Einleitung

Im Zusammenhang mit der vielseitigen Wirkung 
des ATP im Biosystem ist die Wechselwirkung von 
ATP mit zweiwertigen Metallionen und biogenen 
Aminen Gegenstand zahlreicher Untersuchungen 
[1-7]. Diese Wechselwirkung scheint auch für die 
Funktion und Stabilität gewisser Speichergranula 
biogener Amine (chromaffine Granula, neuronale 
Vesikel) wichtig zu sein. Trotz eines umfangreichen 
Untersuchungsmaterials sind die zugrunde liegen­
den molekularen Vorgänge aber noch nicht ein­
wandfrei geklärt. Im Gegenteil gelangten verschie­
dene Autoren sogar zu ziemlich widersprüchlichen 
Ergebnissen hinsichtlich der beteiligten Bindungs­
stellen und der möglichen Stöchiometrie der Kom­
plexe. Zur Klärung dieser Widersprüche wurden in 
Fortsetzung früherer Arbeiten mit Infrarot (IR)- 
und Protonenspinresonanz (1H-NMR)-Spektroskopie 
[8] weitere Messungen mit 'H-NM R und 31P-NMR 
durchgeführt.

Material und Methoden

Adenosintriphosphat Dinatriumsalz (ATP) wurde 
von Boehringer, Mannheim, bezogen und vor der 
Benutzung auf etwa vorhandenes freies Phosphat 
mittels Merck Phosphattest kontrolliert. Die N a­
triumionen wurden für die Untersuchungen nicht
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entfernt, da ihre Wechselwirkung mit ATP unspezi­
fisch und schwach ist und daher die untersuchten 
Assoziationen nicht stört [2]. MgCl2 • 6 HzO, 
C aS 04 • 2 H 20 ,  Phenäthylamin • HCl (PEA), <x- 
Methyl-Phenäthylamin • \  H 2S 0 4 (Amphetamin, AA) 
und 3.4.5-Trimethoxy-Phenäthylamin • \  H2S 0 4 
(Mescalin, MES) stammen von Merck, Darmstadt,
3.4-Dihydroxy-Phenäthylamin • HCl (Dopamin, DA),
3.4-Dihydroxy-/?-hydroxy-Phenäthylamin • HCl (Nor­
adrenalin, NE), 3.4-Dihydroxy-Benzylamin • HBr 
(DHB), 4-Methyl-Brenzkatechin (Homobrenzkate­
chin, HBK) und Propylamin (PA) von EGA-Che- 
mie, Steinheim. Die Substanzen wurden ohne wei­
tere Reinigung verwendet.

Die pH- bzw. pD-W erte wurden mit konzentrier­
ten HCl- bzw. NaOH-Lösungen eingestellt und 
innerhalb der Probenröhrchen mit einer speziellen 
Glaselektrode der Firm a Ingold, Frankfurt, gemes­
sen. Die NM R-Spektren wurden mit einem Varian- 
HA-100-Spektrometer bei einer Probentemperatur 
von 27 °C aufgezeichnet. Die 'H-Resonanzen wur­
den bezüglich des internen H 20-Signals (6% H20  
in D20 )  gemessen und über eine Eichkurve auf ppm 
bezüglich TMS umgerechnet. Die 31P-Resonanzen 
wurden bezüglich 85% H 3P 0 4 (extern) in nicht 
deuterierter wäßriger Lösung gemessen.

Der 31P-Frequenzzusatz wurde freundlicherweise 
von Herrn Dr. Berger, FB Chemie der Universität 
Marburg, zur Verfügung gestellt.

Der bereits früher beschriebene Formalismus zur 
Bestimmung der Assoziation von Aminen mit ATP
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bei Beobachtung der Amin-Signale (’H-NM R) [8] 
kann in analoger Weise für den Fall umgeschrieben 
werden, daß die ATP-Signale (31P-NMR) beobach­
tet werden. In Erweiterung dieses Formalismus wird 
zusätzlich ein Stöchiometriefaktor eingeführt. Die 
Deprotonierung von ATP3- zu ATP4- (pK*TP) wird 
beschrieben durch die Gleichung

A3"H  + H ,0 A4- +  H +0. ( D

Die Assoziation eines Metallions oder eines proto- 
nierten Amins N + mit dem deprotonierten ATP4“ 
wird durch die Gleichung

5 A4“ + N + A3-N (2)

mit s als Stöchiometriefaktor dargestellt. Wird nun 
die Titrationskurve ATP3-/A TP4- durch die Asso­
ziation zwischen ATP4- und N + um A p K :=  
pKj -  pK 2 verschoben, dann gilt

pK 2 = 5 • log
Ab

Ab

+  ( 5 - 1 )

— s ■ pH

pK, log a0 -  log

wobei A0 die Höhe der Titrationsstufe in ppm an­
gibt und Ab die beobachtete chemische Verschie­
bung relativ zur Form ATP3-. Zwischen der Stei­
gung der Titrationskurve an ihrem W endepunkt 
pH = pK 2 und dem Stöchiometriefaktor 5 besteht 
die Beziehung

s + 1d pH \ _____2_
d^b/pH -pK 2 z lo ln lO l s

(4)

Für die Assoziationskonstante K c gilt mit den Ein­
waagekonzentrationen a0 bzw. n0 für ATP bzw. 
Wechselwirkungspartner N

10dpK — (2/a0)s_1 • io (s_1)z,pK 

c _  i - « o +  (10-® K- l ) ( a / 2 )  ' (5)

Dieselbe Formel gilt bei der Beobachtung eines 
Amin-Signals, wenn man n0 und a0 vertauscht und 
den Stöchiometriefaktor s in Gleichung (2) zu N + 
statt zu A4- schreibt. Für 5 =  1 gehen die Formeln 
(3) und (5) in die früher angegebenen Formeln über 
[8]. Die Eigenassoziation der verwendeten Substan­
zen ist sehr klein (Selbstassoziationskonstanten 
K s ^  1,4 M-1) und es genügt, sie nur bis zur D im eri­
sierung zu berücksichtigen. Die Auswertung der 
Ring-Assoziation, d. h. Berechnung der Assozia­
tionskonstanten Kd, erfolgte daher iterativ nach

dem von den Gleichungen 

A + N  Ä AN

A + A (6)

N + N ^  N 2 
ausgehenden erweiterten Dimerenmodell [9]

Ab
Ac

2 K l
an ■ n. (7)

Ab bedeutet dabei wieder wie in Gl. (3) die be­
obachtete chemische Verschiebung, diesmal aber 
von der Substanz N bezüglich des für a0 =  0, n0 -* 0 
extrapolierten Monomerenwertes 4h. bzw. Ac 
stellen die extrapolierten chemischen Verschiebun­
gen des reinen Dimeren N 2 bzw. des reinen Kom­
plexes AN dar, a1 und nx sind die Monomerenkon- 
zentration von A bzw. N.

(3) Ergebnisse

1. Die Wechselwirkung von M g2+ und Ca2+ mit ATP

Es ist bekannt, daß ATP mit zweiwertigen Metall­
ionen relativ stark wechselwirkt. Schon 1962 wurden 
von Cohn et al. [10] 31P-Resonanzen für die Bestim­
mung dieser Wechselwirkung benutzt. Sie konnten 
zeigen, daß Metallionen, wie z. B. Mg2+ und Ca2+, 
mit den Phosphatgruppen des ATP komplexieren.

Die 31P-Resonanzen von ATP (Abb. 1) sind pH- 
abhängig (Abb. 2) und zeigen übereinstimmend für 
alle drei Phosphatgruppen einen pK fTP-Wert von 
6,4 ± 0 ,1 . Dieser ist der Deprotonierung der term i­
nalen y-Phosphatgruppe zuzuschreiben, weshalb er­
wartungsgemäß die Stufenhöhe der Titrationskur­
ven von y-P (5,5 ppm) über ß-P (2,0 ppm) nach a-P 
(0,7 ppm) abnimmt (Abb. 2). Eine Zugabe von 
Mg2+ verschiebt die Titrationskurven zu niedrigeren 
pH-Werten (Abb. 3). Das zeigt, daß diese Metall­
ionen die Bildung von Protonen an ATP erschweren. 
Die Größe der pK-Verschiebung erlaubt daher 
nach Gl. (5) die Abschätzung einer Assoziations­
konstanten. Zur Stöchiometrie der Assoziation ist 
dabei zu bemerken, daß die Steigung der Titra-

dpH^
, einetrationskurven, d. h. der Wert ,

d  Ab /  p H - p K 2

A T P:M g2+= 1:1 Stöchiometrie als ausreichende Er­
klärung zuläßt, sofern sich das Metallion nicht im 
Überschuß befindet.
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0.5 M Mg2+

Eine Verschiebung des pK-Wertes von 6,4 auf 3,9 
(Abb. 3), d. h. ein ApK von 2,5, entspricht bei a0 =  
n0 =  0,5 M einem K c =  1300 ±  200m-1 j Für ao=0,5M, 
«0 = 0,25 m findet man ein ApK von 1,3 entspre­
chend einem K c =  1500 ±  200 m-1 in guter Überein­
stimmung mit dem früher mittels IR-Spektroskopie 
ermittelten Wert [8].

Zusätzlich zu den Verschiebungen der pK-W erte 
tritt auch eine Änderung der chemischen Verschie­
bungen auf, die bei neutralen und basischen pH- 
Werten um 0,25 ppm bzw. 0,55 ppm zu höherem 
Feld (a-P bzw. y-P) oder um 1,10 ppm zu tieferem 
Feld (ß-P) geht (Abb. 3). Die Zugabe von Mg2+ 
ändert die Stufenhöhe der Titration nur beim ß- 
Phosphat. Sie beträgt 3,0 ppm mit Mg2+ statt
2,0 ppm ohne Mg2+. Die Beobachtungen zeigen 
deutlich die Komplexierung des Metallions an der 
Phosphatkette des ATP, und zwar bevorzugt am 
^-Phosphat. Dieses bereits von Son et a /.[ll]  vorge­
schlagene Modell (Abb. 4 a) erklärt im Gegensatz zu 
anderen Versionen, z. B. der gleichzeitigen Wechsel­
wirkung mit dem y- und ß -Phosphat (Abb. 4b), die 
Zunahme der Stufenhöhe der Titration bei ß-P, die 
mit 1,10 ppm relativ starke Tieffeldverschiebung 
von ß-P  durch die zweifach entschirmend wirkende 
Mg2+-Assozation an dieser Phosphatgruppe und die 
Hochfeldverschiebung für y-P und a-P. D aß die be­
obachtete Hochfeldverschiebung von y-P mit -0 ,5 5  
ppm gerade ungefähr doppelt so groß ist wie die 
von a-P mit -0 ,25  ppm bestätigt das angenommene 
Komplexierungsschema. F ür pH >  p K fTP besitzt 
y-P nämlich zwei, d. h. doppelt so viele frei ver­
schiebbare negative Ladungen wie a-P.

Ca2+ ist weniger löslich als Mg2+. Deshalb wurde 
seine Wechselwirkung bei den geringeren Konzen­
trationen a0 = 0,250 m (ATP) und n0 =  0,125 m (Ca2+) 
gemessen, wobei sich aus zfpK =  0,6 eine Assozia­
tionskonstante K c = 100 ±  20 m-1 errechnen ließ. 
Der Bindungsort scheint wie im Fall des Mg2+ auch 
bei Ca2+ hauptsächlich das ^-Phosphat zu sein, da 
nur dort eine nennenswerte Änderung in der chemi­
schen Verschiebung auftritt. Da die Assoziations­
konstanten für Mg2+ und Ca2+ am /^-Phosphat in­
direkt über die pK-Verschiebung des y-P ermittelt

Abb. 2. pH-Titration der Phosphorresonanzen von ATP 
(0,5 m ). D ie chemischen Verschiebungen 6 sind auf ihren 
Wert in ATP3- bezogen.
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Abb. 3. Einfluß von 0,5 M Mg2+ auf die pH-Abhängigkeit 
der Phosphorresonanzen von ATP (0,5 m ). D ie chemischen 
Verschiebungen ö sind auf ihren Wert in ATP3- ohne Mg2+ 
bezogen (wie in Abb. 2). D ie Markierung bei pH 10 gibt 
den Unterschied zur Titrationskurve ohne Mg2+ (Abb. 2)

Abb. 4. M ögliche Koordination von Mg2+ zur Phosphat­
kette des ATP und die zu erwartenden Ladungsverschie­
bungen (schematisch), a) Ausschließliche Wechselwirkung 
mit dem /^-Phosphat, b) Kombinierte Wechselwirkung mit 
dem ß- und y-Phosphat.

wurden und zusätzlich zu der Wechselwirkung mit 
ATP4- auch eine solche mit ATP3- möglich sein 
dürfte, liegen die absoluten Werte in beiden Fällen 
sicherlich höher. Der relative Vergleich aber be­
stätigt, daß Ca2+ wesentlich schwächer als Mg2+ an 
ATP bindet [12, 13]. D am it kommt Ca2+ eher für 
eine dynamische Modulation der Bindung von Ami­

nen an ATP in Frage, während Mg2+ die ATP-Phos- 
phatkette als Bindungsstelle m ehr oder weniger zu 
blockieren scheint. Diese blockierende spezifische 
Bindung der Mg2+-Ionen kann als eine mögliche Er­
klärung der katalytischen Funktion dieser Ionen bei 
der ATP-Dephosphorylierung gesehen werden [11].

2. Die Wechselwirkung von Aminen mit ATP

a) Protonierung und Coulomb-Wechselwirkung
Wie bei der Zugabe von Metallionen tritt auch 

bei der Zugabe von Aminen eine Verschiebung des 
pK ATP-Wertes zu niedrigeren Werten auf, die eine 
Wechselwirkung mit der ATP-Phosphatkette anzeigt 
und als Maß für deren Stärke dienen kann. Für 
a0 =  0,5 m  (ATP) und n0 =  0,5 m  bzw. 1,0 m  (DA) 
wurde z. B. zlpK =  1,0 bzw. 1,4 gefunden (Abb. 5). 
Beide Werte liefern in guter Übereinstimmung 
einen Wert ATC =  33 ±  5 m -1 , der innerhalb der 
Fehlergrenzen mit dem mittels 'H-NMR-Experi- 
menten bestimmten übereinstimmt (Tab. I). Daß 
die aus der Titration der 31P-Resonanzen ermittelten 
Ä̂c-Werte mit Ausnahme von AA stets niedriger 
liegen als die aus der Titration der ^-R esonanzen  
bestimmten Werte, kann als Hinweis gesehen wer­
den, daß neben der Wechselwirkung mit ATP4- 
auch eine Wechselwirkung der Amine mit ATP3- 
möglich ist, die sich ja  nur über die Titration der 
^-R esonanzen  der Amine bemerkbar machen kann. 
Im Falle des Amphetamin scheint sich zu bestäti­
gen, daß dessen Assoziation auf das y-P des ATP4- 
ausgerichtet ist [8].

Die durch die Wechselwirkung mit ATP zu höhe­
ren Werten verschobenen pK-W erte der Amine 
können nicht nur über das ^-N M R -S pektrum  der 
Amin-Seitenketten [8] sondern auch über die 31P- 
NMR-Spektren des ATP beobachtet werden. Dabei 
bestehen Unterschiede je nach betrachteter Phos­
phatgruppe, und zwar derart, daß die betrachtete 
pK-Verschiebung am y-P stets größer ist als am 
ß -P  oder a-P. In der Mischung von 0,5 M ATP mit 
1,0m DA wird z.B. über das y-P ein pK DA-Wert 
von 10,5, über das ß -P  oder a-P ein pKDA-Wert von 
9,7 abgelesen (Abb. 5). Da die Größe der pK-Ver- 
schiebung der Stärke der Assoziation entspricht, 
folgt daraus, daß y-P die bevorzugte Wechselwir­
kungsstelle ist, mit geringerer Wahrscheinlichkeit 
aber auch Assoziationen über ß -P  oder a-P möglich 
sind. In Übereinstimmung dam it nimmt die Stufen­
höhe A b  von y-P über ß -P  zu a-P ab (für das Bei­
spiel der Assoziation von 0,5 m  ATP mit 1,0 m  DA
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ß - P

Abb. 5. pH-Titration der ar-, ß- und y-Phosphorresonanzen 
von ATP (0,5 m) und Einfluß von 0,5 bzw. 1,0 M Dopam in  
(DA). pKATP: Deprotonierungsstufe von ATP3- zu ATP4-; 
ApK: Verschiebung des pK ATP-Wertes durch die W echsel­
wirkung mit DA; pK DA: Protonierungsstufe von DA; A fr. 
Verringerung der Stufenhöhe der ATP-Titration durch die 
Wechselwirkung mit DA.

lauten die Werte 1,0 ppm (y-P), 0,6 ppm (ß-P) bzw. 
0,3 ppm (a-P) (Abb. 5)).

Der Stöchiometriefaktor 5 kann einerseits nach 
Gl. (4) aus der Steigung der Titrationskurven abge­
schätzt, andererseits aber auch aus der Anwendung 
der kontinuierlichen Variation nach Job [14] be­
stimmt werden. Für das H-2 von DA ist ein solcher 
sogenannter Job-plot in Abb. 6 dargestellt. Der auf 
der Abszisse aufgetragene Molenbruch a1/(a 1 +  nj) 
wurde mittels der Selbstassoziationskonstanten von 
ATP ( K t  =  1,4 M-1) und DA (K *A =  1,2 m-1) aus der 
Gesamteinwaage a0 +  n0 berechnet. Das bei 
a j ( a x + nx) = 0,55 beobachtete Maximum der aus 
der gemessenen chemischen Verschiebung berech­
neten Komplexkonzentration entspricht einem Wert 
5 =  0,8, wie er für die DA-ATP-Wechselwirkung 
übereinstimmend auch aus der Steilheit der *H- 
und 31P-NMR-Titrationskurven abgelesen wurde. 
Die entsprechenden Stöchiometriefaktoren der an­
deren Amine liegen ebenfalls bei s =  0,8 ±  0,1. Die 
Ergebnisse zeigen, daß die ATP-Wechselwirkung 
mit Monoaminen im wesentlichen einer 1 : 1-Stö­
chiometrie genügt, und nur ein ca. 20%-Anteil von 
ATP : Amin = 1 : 2  Komplexen zu erwarten ist.

b) Wechselwirkung der Ringsysteme (stacking)
Die Stärke der Ring-Wechselwirkung kann über 

die Ringprotonen der Amine ermittelt werden, da 
deren chemische Verschiebung von der zugegebe­
nen ATP-Konzentration abhängig ist. Diese Kon­
zentrationsabhängigkeit ist in Abb. 7 für einige 
Amine gezeigt. Für das Modell der Dimerisierung 
erhält man nach Gl. (7) die in Tab. I angegebenen 
Âd-Werte. Für die Komplexverschiebungen Ac, in 
Abb. 7 nur für PEA als Beispiel eingezeichnet, 
wurden für die gut vergleichbaren H-2 Protonen 
Werte zwischen 0,6 ppm (PEA und HBK) und 
0,4 ppm (NE) extrapoliert (Tab. I). Da bei der be- 

d a obachteten Assoziation weder die komplexierten 
noch die nicht komplexierten Moleküle direkt be­
obachtet werden können, sondern nur eine sich je 
nach Komplexierungsgrad einstellende gemittelte 
chemische Verschiebung Ab, läßt sich bei einer 
mittleren Komplexverschiebung von zfc =  0,5ppm  
und einer Meßfrequenz von 100 MHz eine mittlere 
Lebensdauer rc der Komplexe tc l /A c =  0,02 [s] 
abschätzen.

Außer durch die Konzentrationsabhängigkeit er­
hält man einen weiteren Hinweis auf die Ring- 
Wechselwirkung aus der pH-Abhängigkeit der Ring-
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Abb. 6. ATP-DA-Komplexkonzentration (berechnet aus 
der beobachteten chemischen Verschiebung des H-2 von 
DA) in Abhängigkeit vom Molenbruch der Monomeren- 
konzentration bei konstanter Gesamtkonzentration a0 +  n0 
=  0,35 M (pH 7,0).

q0[m;

Abb. 7. Beobachtete chemische Verschiebung 5b des H-2- 
Protons einiger Amine (50 mM, pH 7,0) in Abhängigkeit 
von der Konzentration a0 des zugegebenen ATP. Für PEA 
zusätzlich eingezeichnet: Monomeren Verschiebung (<5m) für 
a0 =  0, n0 -*■ 0 und Komplexverschiebung (/dc) für a0 -*■ oo .

protonenresonanzen von ATP [8] und von den Ami­
nen (z. B. Mescalin in Abb. 8). Die Verschiebung zu hö­
herem Feld ist am größten im pH-Bereich 5-10. 
Im sauren pH-Bereich bewirkt die Protonierung des 
Adeninringes von ATP (pKA = 4,3) eine stacking- 
Abnahme (vgl. [15]). Im basischen pH-Bereich geht 
durch den Rückgang der Protonierung der Amino­
gruppe (z.B. pK MES=10,5) die Seitenketten-Wechsel­
wirkung zurück und es bleibt nur ein Rest-stacking 
beobachtbar.

Die aus der Konzentrationsabhängigkeit der Ring- 
protonenresonanzen ermittelten Assoziationskonstan­
ten sind absolut gesehen kleiner als die aus der 
pH-Abhängigkeit der Seitenkettenprotonenresonan- 
zen oder der Phosphorresonanzen des ATP ermittel­
ten Âc-Werte, während die relative Reihenfolge er­
halten bleibt. Daraus kann man schließen, daß die 
Wechselwirkung zwischen ATP und den beobach­
teten Aminen in zwei Schritten abläuft, und zwar 
so, daß zuerst die Amin-Phosphat-Bindung und erst 
danach die Bindung der Ringsysteme geschlossen 
wird. Wie die berechneten Assoziationskonstanten 
im Bereich 4 -4 8  m -1 (Tab. I) zeigen, sind die bei­
den Wechselwirkungen einzeln und zusammen rela­
tiv schwach. Durch Substituenten an der Seitenkette 
oder am Ringsystem der Amine sind daher auch 
keine drastischen Modifikationen zu erwarten. 
Immerhin können OH- oder CH 30-Substituenten 
am Ring die Bindungskräfte in etwa verdoppeln 
(z. B. K™es % 2 • Â cEA), während ein unsubstituier­
tes Ringsystem kaum eine zusätzliche Stabilisierung 
der Assoziation bewirkt (Ä^EA ~  K cA)- Dieser Ein­
fluß der Ringsubstituenten dürfte auf ihre elek­
tronenschiebende Wirkung zurückgehen, die be­
kanntlich die stacking-Assoziation erhöht [15]. Eine 
/?-OH-Gruppe (NE), mehr noch eine a-CH 3-Gruppe 
(AA) oder eine Verkürzung der Seitenkette (DHB) 
scheinen die Wechselwirkung zu verringern, ver­
mutlich aufgrund sterischer Verhinderung einer ge­
eigneten Wechselwirkungsgeometrie.

Abb. 8. pD-Abhängigkeit der H-2.6-Ringprotonenresonan- 
zen von Mescalin (MES, 100 mM) und Einfluß der Zugabe 
von ATP (100 mM). pK MES: Protonierungsstufe der Mesca- 
lin-Aminogruppe, pK A: Protonierungsstufe des ATP- 
Adeninrings.
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Tab. I. Assoziationskonstanten der elektrostatischen Amino- 
Phosphat-Wechselwirkung (Ä"c) bzw. der Ring-W echsel- 
wirkung (K&) verschiedener M onoamine mit ATP. Für die 
Ring-Wechsel Wirkung ist außerdem die nach a0 -> oo 
extrapolierte Komplexverschiebung des Protons H-2 der 
Amine angegeben.

Wechsel- 31P-NMR ‘H-NM R
Wirkung  
von ATP K c K c K d zl J1-2
mit [m-1] [m_1] [m-1] [ppm]

PA 18 + 3 21 + 1 _ _
PEA 18 + 3 22 ± 5 7 ± 2 0,60 ± 0,13
AA 13 + 3 8 + 2 6 + 2 0,57 + 0,13
DA 33 ± 5 46 + 12 12 ± 1 0,48 ± 0,07
MES 35 + 5 48 + 8 18 + 1 0,56 + 0,07
NE 21 + 3 - 8 ± 1 0,40 ± 0,05
DHB 5 + 1 - — —

HBK — — 4 ± 1 0,60 ± 0,13

Verwendete Konzentrationen:
K c (31P-NMR): a0 =  n0 =  500 mM (außer MES: n0 =

250 mM);
K c ( ’H-NMR): a0 =  n0 =  100 mM;
K& ('H-NMR): a0 =  3 0 -3 5 0  mM, n0 =  50 mM;
A^~2 (‘H-NMR): extrapoliert für a0 -> oo .

3. ATP-DA-Metallionen-Komplexe
Für biologische Prozesse sind jene Assoziationen 

von Interesse, die bei physiologischen pH-W erten 
auftreten. Im pH-Bereich pH <  8 sind die betrach­
teten Amine protoniert, und es tritt praktisch keine 
Wechselwirkung mit Mg2+ oder Ca2+ auf [2]. Die 
Anwesenheit dieser Metallionen verringert aber 
stark die Wechselwirkung der Amine mit ATP. So 
beträgt die aus der pH-Abhängigkeit der Phosphor­
resonanzen ermittelte Restwechselwirkung von DA 
mit ATP nur noch K c =  2 ±  0,5 m -1 bei Zusatz von 
Mg2+ (0,5 m  auf je 0,5 m  DA und ATP) (überein­
stimmend mit den IR-Ergebnissen [8]) und K c =
3 ±  0,5 M -1 bei Zusatz von Ca2+ (0,125 M auf je
0,25 M DA und ATP).

Die Kopplungskonstanten der Bimethylenseiten- 
kette der Amine und die Kopplungskonstanten J^ß 
und Jßy zwischen den Phosphorkemen der ATP- 
Phosphatkette (Abb. 1) ändern sich bei Assoziation 
der Amine mit ATP kaum (z. B. Jßy von 19,0 auf
18,5 Hz bei Zugabe von 1,0 m  DA auf 0,5 m  ATP). 
Bei Zugabe von Mg2+ gehen die P-P-Kopplungen 
aber stärker zurück (z. B. Jßy auf 15 Hz bei Zugabe 
von 0,5 M Mg2+ auf 0,5 m  ATP) und auch die P-H- 
Kopplungen des a-P scheinen sich zu verändern. Da 
die Kopplungskonstanten als ein Maß für die G eo­
metrie der ATP-Phosphatkette interpretiert werden 
können, ergibt sich daraus, daß die Amine diese

Geometrie offenbar nur wenig beeinflussen. Mg2+ 
scheint dagegen durch seine Assoziation sowohl auf 
die räumliche Anordnung der Phosphatkette als 
auch auf den Winkel des a-Phosphates zur Ribose 
einzuwirken. Der Einfluß der Ca2+-Ionen scheint in 
der Tendenz ähnlich, aber schwächer zu sein. Er 
konnte aber wegen der kleineren Bindungskonstan­
ten und der aus Löslichkeitsgründen verwendeten 
geringeren Konzentrationen nicht weiter verfolgt 
werden.

Diskussion
Die mittels NMR-Spektroskopie durchgeführten 

Messungen zeigen, daß Monoamine mit ATP wech­
selwirken und zwar über eine aus Ring-Wechsel­
wirkung und Amino-Phosphat-Wechsel Wirkung kom­
binierten Assoziation. Aufgrund der beobachteten 
Unterschiede der K d- und Ä>Werte und der ver­
schiedenen Abstandsabhängigkeit der auftretenden 
Kräfte kann man sich einen Wechselwirkungs­
mechanismus dabei so vorstellen, daß die relativ 
weitreichende elektrostatische Anziehung zwischen 
negativ geladenen Phosphatgruppen (besonders das 
zweifach deprotonierte y-P) und positiv geladenen 
Aminogruppen zu einer Annäherung und Ausrich­
tung der Wechselwirkungspartner führt (Abb. 9 a). 
Bei genügender Annäherung tragen die weniger 
weitreichenden Van-der-Waals-Kräfte der Ring­
systeme zunehmend zur Wechselwirkung bei und 
führen zu einer zusätzlichen stabilisierenden Asso­
ziation der Ringsysteme (Abb. 9b und c). Diese 
wird durch elektronenschiebende Substituenten am 
Amin-Ringsystem verstärkt, da dadurch dessen Po­
larisierbarkeit erhöht wird.

Eine Kombination beider Wechselwirkungen der 
beschriebenen Art ist natürlich nur möglich, wenn 
Phosphat- und Amino-Gruppen in geeigneter Geo­
metrie zu den Ringsystemen angeordnet sind, d. h. 
eine optimale stacking-Anordnung zulassen. Wie 
die Messungen zeigen, ist y-P die bevorzugte Wech­
selwirkungsstelle. Diese Bevorzugung beruht mög­
licherweise darauf, daß diese terminale Phosphat­
gruppe den größten Freiheitsgrad zur Erreichung 
der stacking-Anordnung besitzt. Außerdem ist die 
Coulomb-Anziehung zum y-P größer als zu den 
anderen Phosphatgruppen, da es im ATP4- zweifach 
deprotoniert vorliegt. Ein ATP-Molekül ist mit einem 
Amin aber noch nicht abgesättigt, und es kann über 
a-P oder ß-P  zur Anlagerung eines zweiten Amins, 
d. h. zu einem 1 ; 2-Komplex kommen (Abb. 9d).
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Abb. 9. Assoziationsmechanismus 
zwischen Monoaminen und ATP, 
und ein möglicher Einfluß von 
zweiwertigen Metallionen M2+ 
(Mg2+, Ca2+) (schematisch).
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Dessen Lebensdauer dürfte jedoch noch kürzer sein 
als die des ohnehin schon relativ kurzlebigen 1 :1 - 
Komplexes.

Die Anlagerung von Mg2+ oder Ca2+ an ATP ge­
schieht im wesentlichen über das ß-P (Abb. 9e). 
Vermutlich tritt (über ein Wassermolekül) eine 
weitere Bindung zum N-7 des Adeninrings ein [16], 
wodurch es zu einer veränderten Geometrie und 
wahrscheinlich zu einer Einschränkung der Flexi­
bilität von y-P kommt. Diese restriktiven Einwir­
kungen auf die Phosphatkette bewirken eine Ab­
nahme der Amin-ATP-Wechsel Wirkung vermutlich 
durch Auflösung der Ring-Assoziation, für die ja 
am ATP eine geeignete Geometrie des y-P zum 
Adeninring vorausgesetzt war (Abb. 9f). Zusätzlich 
tritt eine Abschwächung der Coulomb-Wechselwir­
kung wegen der teilweisen Kompensation der nega­
tiven Ladungen der Phosphatkette ein. Da die 
Bindung der Ca2+-Ionen und erst recht die der 
Mg2+-Ionen wesentlich stärker ist als die der Amine, 
verbleibt nur eine geringe Amin-ATP-Restwechsel- 
wirkung bei Vorliegen einer ausreichend großen 
Metallionen-Konzentration.

Aus dem geschilderten Wechselwirkungsablauf 
wird deutlich, daß den ATP-Amin-Assoziaten im 
wesentlichen eine 1 : 1-Stöchiometrie mit nur ge­
ringen 1 : 2-Anteilen zugrunde liegt, und Mg2+ und 
Ca2+ die ohnehin schon schwache Koordination ver­
ringern. So kann die gegenseitige Bindung von ATP 
mit biogenen Aminen und Metallionen in den Spei­
cher granula nicht als Grundlage zur Erreichung einer 
geeigneten Isotonie dienen [17] oder als Ursache 
für die Aufnahme der Amine in die Speichergranula 
entgegen ihrem Konzentrationsgefälle [18, 19] in 
Frage kommen. Vielmehr müssen diese Vesikel 
osmotisch wesentlich stabiler sein als bisher ver­
mutet wurde [20] und für den Transport der Amine 
müssen pH- oder ATP-abhängige Mechanismen an­
genommen werden [21,22], Der aus den beschriebenen 
Messungen abgeleitete Wechselwirkungsmechanis­
mus macht verständlich, daß die ATP-Amin-Wech­
selwirkung äußerst dynamisch ist und gibt einen 
Eindruck davon, wie Metallionen (speziell Ca2+) 
diese zu modulieren imstande sind.
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