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EINLEITUNG

Der AnstoB zu dieser Arbeit kam aus den Modellversuéhen
zur oxydativen Phosphorylierung von Dr.E.Biuerlein (Habilitations-
schrift), in denen er durch Oxydation von Thiol- wie Disulfid-
Gruppen in Gegenwart von ADP und Pi in wésserfreiem Medium hohe
Rusbeuten an ATP erzielen konnte. In der Absicht, die Erfahrungen
der Modellreaktionen auf dié mitochondriale ATP-Synthese zu.
Ubertragen, erhielt ich von ihm die Aufgabe - da die Reaktion
bevorzugt in lipophiler Umgebung erfolgen sollte - lipophile
Sulfensdure- sowie Thiolreagentien zu synthetisieren, in denen
chemische Reaktivit#dt und lipophile Wechselwirkung vereint sind.
Die Reaktivitédt sollte an geeigneten Modellverbindungen getestet |
werden, um nach entsprechender Reaktivitdt auch im Mitochondrien-
System erprobﬁ 2u werden. Das Endziel sollte die Identifizierung
funktioneller Gruppen von Proteinen sein, die an der ATP-Synthese
beteiligt sind.

In meiner Diplomarbeit habe ich lipophile Sulfensdure- wie
auch Thicolreagentien wachsender Lipophilie synthetisiert und
erstefe an einem Protein auf ihre Reaktivitét getestet. Die
Synthese wurde derart standardisiert, daBf eine radioaktive
Markierung der Verbindungen leicht analog erfolgen konnte, Es
ergab sich, daf die lipophilsten Reagentien - in der gewahlten.
Modellreaktion - die gréifte Reaktivitidt zeigten.

In der nun vorliegenden Dissertationsarbeit habe ich die
synthetisierten Reagentién an Mitochondrien-Systemen erprobt.
Auch hier zeigten die lipophilsten Reagentien die gr&8te Reaktivi-
tdt in den von mir getesteten oxydativen ATP-Synthese-Systemen.

Nun erfolgte der nichste Schritt, die radioaktive Markierung
der Reagentien und die Isolierung der damit abgefangenen funktio-
nellen Verbindungen aus dem Mitochondrium, wozu ich einen neuen -

bisher nicht verfolgten Weg - eingeschlagen habe,.
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I.ALLGEMEINER TEIL

A.Atmungskette und oxydative Phosphorylierung

Ndhrstoffe wie Kohlenhydrate, Fette und zum Teil auch
Proteine, sind in Gegenwart von Sauerstoff metastabil., Wire
nicht eine so hohe Aktivierungsenergie vorhanden, wiirde alles
organische Material mit Sauerstoff reagieren und Hitze, sowie
CO?_,Hz'O,N2 und andere anorganische Verbindungen erzeugen.

Lebende Organismen besitzen die Fidhigkeit, die in organischem
Material und Sauerstoff vorhandene Redoxenergie aufzunehmen

bei einer konstanten Temperatur von etwa 37°¢, als chemische
Energie (meist in Form energiereicher Phosphatverbindungen wie
Adenosintriphosphat) zu speichern und zum Teil als Wirme abzu-
geben, Der griBte Teil dieser Reaktionen lduft in den Mitochon-
drien ab. Diese stellen die 'mikroskopischen Kréftwerke' der

Zelle dar und sorgen fﬁr,die Aufrechterhaltung des lebenswichtigen
Energiepotentials.,

Die Energie liefernde Reaktion ehtspricht im Endeffekt der
Knallgasreaktion: H2 -+ 1/202~4r Hzo. -AG 257 kcal/Mol HZO'

Die Mitochondrien erreichen die Speicherung, sowie die all-
mahliche wund stufenweise Freisetzung dieser Energie durch _ ,
Reaktionssequenzen, die - obwohl funktionell verbunden - unterteilt
werden kdnnen in

1.Reaktionen zur Bereitstellung des Wasserstoffes

2.Reaktionen zur Oxydation des Wasserstoffes via Atmungskette
und 3.Reaktionen der Energiefixierung, das heiBt der oxydativen
Phosphorylierung. |

1.Wasserstoffliefernde Reaktionen

b et e dmen maer m— e e W et e fman e e

a.ZitratcykluS. Er bildet den gemeinsamen Endweg beim Abbau

von Fetten, Kohlenhydraten, aber auch EiweiBk&rpern. Ausgangsstoff
flir den Endabbau ist die 'aktivierte', d.h. als Thiocester an
Coenzym A gebundene Essigsdure. | _

In der Bilanz zerf&dllt Acetyl-CoA unter Wasse:aufnahme und
liefert so Wasserstoff fiir die Atmungskette:



CH,—-CO~S+CoA + 3 H

3

,0 — 2 CO, + CoA-SH + B[H].

b.B-Oxydation der Fettsduren. Die Fettséureoxydation fihrt

ebenfalls zur Acetyl-CoA-Bildung. Ihre eigentliche Bedeutung als
Reaktionsfolge fiir die Bereitstellung von Wasserstoff liegt jedoch
in den beiden Oxydaticnsschritten, die der Abspaltung einer

Acetyl-CoA-Einheit von der FettsHure vorausgehen.

c.Andere wasserstoffhereitstellende Reaktionen. Dazu gehdrt

die Oxydation von Prolin zum Pyrrolinkarboxylat, von Cholin zum
Betainaldehyd und die von &-Glycerophosphat zum Dihydroacetonphos—
phat. Die Gemeinsamkeit der drei Reaktionen besteht darin, daB sie
durch Flavinenzyme katalysiert werden.

Ebenfalls als wasserstofflieferrde Reaktion ist dis Glutamat-
Oxydation anzusehen. Dafiir bieten sich zwei Wege an, ndmlich die
unmittelbare Desaminierung via Glutamatdehydrogenase und die Oxyda-
tion von Glutamat tiber den Transaminigfungsweg. Letzterer hat die
gréfere Bedeutung. - a
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Die Oxydation des Substrétwaéserstoffes zu Wésser erfolgt iber
die Atmungskette. Durch die Zerlegung der Uber-Alles—-Reaktion in
viele reversible Teilschritte, von denen einige Regulatoreigenschaf
ten aufweisen, wird das System steuerbar und zur Anlieferung von
Oxydationsenergie filir die Phosphorylierung geeignet. Die wichtigs-
“ten der in der Atmungskette hintereinander geschalteten Redoxpaare
sind Pyridinnukleotide (NADH/NADT Potentialdifferenz gegen 02: AG =
~-52 kcal), Flavoproteide (Fsz/Fp) und Cytochrome (Cyt Fe++/Cyt ret

Ein erstes detailliertes Bild iiber die Zusammensetzung, Reihen-
folge und Dynamik der Atmungskette ergaben spektralphotometrische
Untersuchungen an isolierten Mitochondrien, die zum Teil bei tiefen
Temperaturen oder unter Verwendung von Hemmstoffen durchgefihrt
wurden,

Auf der Grundlage derartiger Untersﬁchungen, auf Fluoreszenz-
messungen, chemischen Analysen und auf unter definierten Bedingunge
gemessenen Redoxpotentialen griinden sich die noch nicht in allen
Punkten gesicherten Vorstellungen ilber die Glieder der Atmungskette

und ihre Sequenz.



Funktionell 1l&B8t sich die Atmungskette in vier Enzymkomplexe
untergliedern, ndmlich die NADH-Coenzym Q-Reduktase {(Komplex I},
die Succinat-Coenzym Q-Reduktase (Komplex II)}, die Coenzym Q-Cyto-
chrom c-Reduktase (Komplex III) und die Cytochrom c—Oxyéase
(Komplex Ivj[43].

Ubichinon kommt in allen bisher untersuchten Mitochondrien-
arten in relativ hoher Konzentration vor. Es dient als Sammelbecken
fir den durch die verschiedenartigen Flavoproteide angeliefertén
Substratwasserstoff. AuBerdem vollzieht sich im Ubichinon ein
bergang vom Zwei- zum Einelektronenschritt des Elektronentrans-
portes der Atmungskette.

Eine andere wichtige Einmiindungsstelle fiir den Wasserstoff
liegt in der HOhe des kompartmentierten Pyridinnukleotids.

Im Endeffekt fiihrt der Elektronentransport zur Bildung eines
02——Iones, das sich infolge seiner Unbestédndigkeit sofort mit zwei

Protonen (aus NADH, NADPH, UQ) zu H,O vereinigt.

2 :
Wie bereits erwdhnt, leitet sich ein Teil der Vorstellungen
Uber die Anordnung und das Zusammenspiel der Glieder der Atmungsket

aus Beobachtungen ab, die unter Einsatz spezieller Hemmstoffe

gemacht wurden. Gegenwdrtig kennt man eine grofe Anzahl solcher
Hemmstoffe mit wohldefiniertem- Angriffspunkt. Einige der wichtigste
sind in Fig.1 eingezeichnet.

Weiterhin gewinnen kiinstliche Elektronenacceptoren oder auch

—donoren, oft gemeinsam mit Hemmstoffen angewendet, fir die Erfor-
schung wvon Einzelschritten innerhalb der intakten Reaktionskette
immer mehr an Bedeutung. Verwendet wurden unter anderen die Redox-
Indikatoren Phenaﬁinmethosulfat, Methylenblau, 2,6—Dichlorphenol—
indophenol, Tetramethyl-p-phenylendiamin (TMPD) und Kaliumhexacyano
ferrat (II1).

Die Atmungskette ist ein ausgezeichnetes Beispiel dafiir, daB
sich im Organismus kein echtes chemisches Gleichgewicht einstellt.
Sie kann ihre Funktion nur erfiillen, wenn sie laufend Wasserstoff
von den Substréten aufnimmt und damit den Sauerstoff, der vom
Hémoglobin angeliefert wird, reduziert. Dabei stellt sich ein stati

ndrer Zustand ein, der ein Fliefgleichgewicht ist und vom Sauerstof

angebot , von Substratkonzentrationen und vor allem von der Kopplun
mit dem Phosphorylierungssystem st&rker beeinfluBft wird als von den

Redoxpotentialen. Die Nicotinamidnucleotide kdnnen dabei weitgehend
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in reduzierter Form vorliegen, die folgenden Coenzyme sind in

zunehmendem MaBe oxydiert (Tab.1):

Tab.1: FlieBgleichgewichte in der Atmungskette

% der Wirkgruppen in reduzierter Form

+

Versuchsbedingungen NAD Flavo- Coenzym Cytochrom
' protein @ b c a

'Kontrollierte Atmung' :

Viel Substrat, ADP- 78 42 36 50 . 3 o

begrenzt

'Aktiver Zustand'

Maximale O,-Aufnahme 5 15 6 20 3 2

i

‘Fig.2: M8gliche Anordnung der

Elektronentransport-Carrier

und der ATP-synthetisierenden
Komponenten in der Mitochondrier
Membran [53].

I

ADP-und ATP-Carrier
Ubichinon

AC
|3]¢;
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a.BEpergiebilanz. Aus den Differenzen der Redoxpotentiale und

den entsprechenden freien Enthalpien ist zu ersehen, daB die Reak-
tionsfolge der Atmungskette die freie Energie der Oxydation von.
Substratwasserstoff zu Wasser als chemische Energie abfangen und

in Form von ADP speichern kann. Man nennt diesen ProzeB 'oxydative

Phosphorylierung' oder 'Atmungskettenphosphorylierung'.
Wird ein Mol NADH mit 1/2 O2
'freie Energie’ zur Verfiigung. Zur Bildung von 3 Mol ATP aus ADF

oxydiert, so stehen 52 kcal als

und anorganischem Phosphat sind rund 21 kecal erforderlich, energe-
tisch ist dies also durchaus m&glich. Es entspricht einem Wirkungs-
grad von 40 % unter Standard-Bedingungen. Man kann Jjedoch berechnen
daB unter State 4-Atmung bei 25°Cc fast die gesamte freie Energie
der NADH-~Oxydation durch Sauerstoff zur ATP-Bildung ausgenutzt
wird (¥51 kcal/3 arp)[67,78]. | |

Messungen in verschiedenen Laboraﬁérien haben immer wieder
diesen Wert von 3 ATP pro 1/2 02 (1 Mol H20) ergeben; man bezeichne
die Gr&Re ATP gebildet/O verbraucht als den P/O-Duotienten, Der

Wert von 3 gilt allerdings nur fiir Substrate, die von NAD+ aehydrie
werden., Mit Succinat, das direkt vom Flavoproteid oxydiert wird,
ergibt sich ein Wert von 2, mit Ascorbat und dem Einelektroneniber-
trdger TMPD ein Wert von 1.

b.Xopplung. Normalerweilse sind Atmungskette und Atmungsketten*

phosphorylierung streng gekoppelt: Obwohl Substrat und 02 verfligbax
sind, l&uft die Redoxreaktion nicht ab, wenn nicht gleichzeitig
ADP phosphoryliert wird. ADP wird damit zum begrenzenden Faktor der
Gesamtreaktion, d.h. auch der 02~Aufnahme..Man spricht von

Atmungskontrolle durch ADP.

Als Ort der Kopplung werden einzelne Komponenten der Atmuhgsket
mit variablem Redoxpotential angesehen. Flir die Kopplungsstelle I
soll dies zwischen den Non-Heme-Eisen-Centern 3 (und 4) und 2 des
Komplexes I [43,64]sein. Das Non-Heme-Eisen-Protein von Rieske]ﬁo]
und Kupfer in der Cytochrom-Oxydase sollen analoge Funktion in
Kopplungsstelle II sowie IITI (der Komplexe III und IV} erfilillen.

Mit Kopplung ist hier z.B. die Energielibertragung auf Kopplungs
- faktoren und nicht die ATP-Synthese selbst gemeint. '



-Als Entkoppler der oxydativen Phosphorylierung bezeichnet
man Stoffe wie Dinitrophenol (DNP), substituierte Phenylhydrazone
wie Carbonylcyanid-p~trifluormethoxyphenylhydrazon (FCCP) u.a.m.,

die die Atmung der Mitochondrien stimulieren, aber die Bildung voi
ATP dabei verhindern, Die Atmungskette lduft gewissermaBen im
Leerlauf. Dagegen hemmen Inhibitoren wie Oligomycin die Phosphory:
-lierung und damit bei strenger Xopplung auch die Atmung. Fehlt di
Kopplung, dann wird die Atmung nicht beeinfluBt. |

c.ATP-Synthase. Viele der Proteine der ATP—Synthase'sind bishi

charakterisiert. Von dem ganzen Komplex, genannt Oligomycin-sensii

ATP—ase[84], kann eine 1l6sliche ATP-ase isoliert werden, genannt
r, [68].

Besichend aus 5 Typen var

F-SEXTOR 4 HOtH ~gebundepen Unker-
S einheiten L f-Inhibilor-
Profein

' Wahrsdaiulich, oscp
TRl SEXTORY Wohrsdrednlid, T3
Sylicherweise beide

MEMBREN- {Eesfc[-cud aus vimgefohe

ISR

Fig.3: Die hypothetische Struktur des mito-
chondrialen ATP-Synthase-Komplexes [75];

Die 1l&sliche ATP-ase ist der einzige Kupplungsfaktor mit eine
bekannten katalyt%schen Aktivitdt. An F1 kann zwar ATPhydrolysier:
werden, aber das muB nicht seine wirkliche physiologische Funktio
sein. Die ATP-Hydrolyse kann verhindert werden, durch ein spezi-
fisches loslisches Inhibitor-Protein [69], welches auf die oxydat:
Phosphorylierung keinen Effekt hat. Die schnelle Wechselwirkung we
F1 mit Wasser ist ein Artefakt, teilweise hervorgerufen durch
Abltsen des Enzymes von der Membran und teilweise durch Dissoziat:
des Inhibitor-Proteines. Die ATP-ase hat zwei charakteristische
Aktivitdten:eine in Kombination mit CF_, den hydrophoben Proteine
der Membran [48], die andere in Kombination mit dem l&slichen .

Inhibitor. Die erste Inhibierung ist reversibel mit Phospholipide;



wihrend die zweite Dissoziation des Inhibitors erfordert. Beide
Phenomen haben mtiglicherweise Regulator Eigenschaften.

Das Schema (Fig.3) des ATP-Synthase-Komplexes ist eine hypo-
thetische Anordnuﬂg der verschiedenen Untereinheiten. Es basiert
auf Eléktronen—Mikroskop definierten 'ATP-ase Knobs' welche auf der
Inner~Membran der Mitochondrien zu sehen sind. Man kann heute Jjedoch
sagen, daf diese Knobs durch die Behandlung vor der Elektronen-
Mikroskop-Aufnahme entstehen und bei intakten Mitochondrien nicht
~vorhanden sind (Fig.5). :

Einen ATP-P, -Austausch-Komplex (Komplex V) isolierte Hatefi [42] .
Dieser Komplex ist der ATP-Synthase. sehr dhnlich., Er besteht aus
F1, 0SCP, anderen Polypeptiden, 15 % Phospholipid, sowie sehr
wenigen Verunreinigungen (wie Cytochrome b,.c, cq,Flavine). Die
ATP—PiwAustausch—Aktivitat wird inhibiert durch Rutamycin; DCCD, .
Venturicidin, Arsenat, Azide, AMP-PHNP, Valinomycin plus K oder
Nigericin plus K+. bie Aktivitdt ist spezifisch fir ATP, andere
Nucleotide sind unwirksam. ) |

Wichtig ist, daB der Komplex wahrscheinlich die Entkoppler-
Bindungsstellen enthallt [40]. '

[nnera
Mitachandrien

., Memb .
AuBengaite smoran Inseite

Dinitro-
phenal

Pierad —~ Picnt

%.—_—)

7| S, e
Pl g3
. Entkoppler Bindusng

Fig;4: Vergleich zwischen Fig,5: Hypothetische Struktur der

Membran-Permeabilitdt und Entkoppler-Bindungsseite. _

Féhigkeit zu entkoppeln. Entkoppler~bindendes-Protein (UBP)
Es erfolgt nur Entkopplung und Untereinheit 1 von F, sind die
auf der Innenseite. zwel meist durch Photoaffinity-

Label mit radiocaktivem NPA markier-
ten Proteine [41].



d.Energie-Pool. Auf der Basis des Energie getiebenen rever-

siblen Elektronentransfers, war es mdglich den Beweis filir einen

Energie-Pool zum Energie-Umsatz zu finden.

Entkoppiu
0 ntkopplung Aufnahme von
< Kt (tionaphers}
Crox e
R ADP +p

Auroverting

Ascorbaf—.C

Su:cinat-—-——l-.tq
NRDP

NADH y
- NAD—L »NADH H Trqnshydragendse
NARD NADPH

Fig.b: Die experimentellé Definition des Energie-Pools.
Schematische Summe der experimentellen Bewelse der
Exigtens éines energiereichen Intermediates verbunden -
mit den 3 Kopplungsstellen-der Atmungskette, sowie die
verschiedenen benutzten Nachweiswege: Reﬁersibler
Elektronentransport, Transhydrogenierung, ATP-Synthese,
Ionen-Transport [53].

Aurovertin blockiert den Energie-Transfer zur ATPQBildung. In
der Gegenwart von Aurovertin und in Abwesenheit von ATP, kann die
in Kopplungsseite 3 gebildete Energie zum reversiblen Elektronen-
transfer der 1.Seite benutzt werden. Der andere Nachweis kommt
von der Energie abhéngigen Transhydrogenase-Reaktion, sowie dem
aktiven Ionentransport. ' '

Dieser Energie-Pool wurde zuerst von Ernster fS?] bewiesen.

e.Kopplungsmechanismus. Zum Mechanismus der ATP-Synthese gibt .

es im wesentlichen zwei Vorstellungen, welche die Diskussion
beherrschen: |

I)Den chemiosmotischen Kopplungsmechanismus von Mitchell;

hier soll das elektrochemische Konzentrationsgefdlle der Atmungs-—
kette einen universellen pH-Gradienten aufbauen, welcher fir die
ATP-Synthese verantwortlich sein soll [62] .
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II)Die Konformationshypothese von Boyer; hier wird ATP

synthetisiert durch die Protein-Konformationsénderung eines
energiereichen Intermediates zur ATP-Bildung, wie z.B. eine
Acyl-S-Verkntipfung [1 2] . | |

Die Konformationshypothese bassiert auf der von Slater formu-
lierten chemischen Kopplung iiber energiereiche Intermedidrprodukte,
die in Analogie der Substratkettenphosphorylierung ablaufen '
soll [77]. _ -

Man kamn heute mit gutem Gewissen behaupten, dag Mitchells
formulierter universeller Protonengradient zu einer ATP-Bildung
nicht die richtige Beschreibungsweise des Mechanismus dieser
Synthese darstellt.

Ebensowenig kann eine von Boyer formulierte Protein-Konforma-
tionsdnderung als Haupttriebkraft der ATP-Bildung fungieren;A -
sowenig wie die von Slater formulierten chemischen Intermediate
allein zur Synthese ausreichen. ‘ ) '

Eine unter Mitwirkung von Protonen. (oder andéren Kationen)
und der Konformationsinderung eines aktiven Zentrums - mittels
chemischer Intermediate (Enzymgebunden) - verlaufende ATP—Synﬁhese
aus ADP und anorganischem Phosphat ist wahrscheinlich die

umfassenste Beschreibungsweise,

Es bleibt die Frage:

An welcher funktionellen Gruppe wird Phosphat zur ATP-Synthese
aktiviert? ' '

B.Reaktivitit lipophiler Thiol~ und Sulfensdurereagentien

——

— — — — — — St e mee e e i amm emm e o

Die Beobachtungen, daf Thiolgruppen in die Energie—Tranéfer~ 
Reaktionen der Mitochondrien und submitochondrialen Partikel, aber
auch der léslichen.Kopplungsfaktoren eingreifen [22,23,32,33,34,44]
lenkte das Interesse zu den Mechanismen, welcher Art Thiol-Gruppen
in die Aktivierung von Orthophosphat durch Oxydation eingreifen

konnten. -
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Biuerlein zeigte in Modellreaktionen [6], daB durch Oxydation
von Thiol-Gruppen {a), wie auch Disulfid-Gruppen (k} mit Brom,
Jod, Hamin + O, sowie CuCl2 + 0., in Gegenwart von ADP + Pi oder

2
AMP + Pi in wasserfreiem Medium hohe Ausbeuten an ATP bzw. ADF zu

erreichen sind:

+Pi 26 +ADP e
a) R-SH + Br, —» R-5-Br —» R—S—O—PO3 —p— R-5-0" + ATP

2

Sulfenylphosphat (R—SO~P03H2) wurde als wahrscheinliches
Intermediat vorgeschlagen [}7]

b) R—-5~ S—R
+J2
R-5- S R + J

s

r-s® s R R—S 0-® + R-5-J

O*B
+ADP
] i :
Thlosulfin—] R~5-5-R + ATP +ADP +Pi
sdureester '
%+Pi ¥
R-S-0-® + HO-S-R R-S~0-B
é+ADP ' ¥ | $'+ADP
R-S—-0H + ATP ATP ATP
4+ 2 R-50H [Sulfenséure]
Weg I ' Weg II

Diese gefundenen Reaktionsmechanismen in homogener Phase
muBten nun am biologischen Material mittels geeigneter Abfang-

reagentien nachgewiesen werden.

Die Bestimmung der Gesamt-Thiol-Gruppen—-Konzentration in

Mitochondrien unter verschiedenen physiologischen Bedingungen
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(wie State 4, State 3 u.a.) ist zur Zeit noch recht widerspriichlich,
da nicht‘einfach zu messen. Die Bestimmung miifte mit wirklich alle
Thiol-Gruppen erfassenden Reagentien durchgefiihrt werden.

Die bisher benutzten Nachweisreagentien besitzen unterschied-
liche Membran-Durchdringbarkeit [35]. Dazu fehlt den membrandurch-
dringenden Reagentien die Eigenschaft Thiol-Gruppen in wirklich
rein lipophiler Umgebung quantitativ zu erfassen.

Wihrend zum Beispiel N-Athylmaleinimid (NEM) die Membran durch-
dringt, ist Né(NlAcetyl—4—sulfamoylphenyl)-maleinimid (ASPM), ein
die Membran nicht passierendes Reagenz. NEM besitzt, wie spater
noch ausgefiihrt wird, nicht die Fidhigkeit das gleiche reaktive
Zentrum wie Né(NlNonyl—4—sulfamoylphenyl)—maleinimid (NSPM)anzu-
greifen. ' | |

ASPM ist ein von Merz und Wieland [Gﬂ unter anderen syntheti-
siertes Nachweisreagens fiir Thiol-Gruppen.Die Verbindung reagiert
trotz ihres raumerfiillenden Substituenten in vielen Fédllen rasch
mit funktionellen Thiol-Gruppen in Enzymen. Es wird auf aromatische
Wechselwirkung verwiesen. Zur Verfolgang der Reaktion wurde die
Substanz mit 35 S markiert.

N-Alkylmaleinimide mit wachsender Xettenldnge wurden von

Heitz et al [45] , sowie von Anderson et al[3]mit Cystein, Glutathion
sowie mehreren Thiol-Proteinen getestet. Es konnte gezeigt werden,
daf eine Reaktivitdtssteigerung der Reagentien mit wachsender
Alkylkettenliénge zu Thiol-Gruppen in mehr lipophiler Umgebung
auftritt, _ a

In Anbetracht der widerspriichlichen Ergebnisse in der
Bestimmung des GésamtthioluGehaltes von Mitochondrien, bekam ich
nun die Aufgabe neue lipophile Thiolreagentien zu-synthetisieren[sq
Es sollten darin die Eigenschaften des ASPM und der N-Akylmalein-

inide vereint werden:

ﬂ::;}k—%<:jjjj>F—502NHR R = Alkyl (bis Cg)

A :
N‘—(N1—Alkylmsulfamoylphenyl)—maleinimide
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Es sollte damit eine eventuelle Variation von Thiol-Gruppen
wihrend der Atmungskettenphosphorylierung ~ mdglicherweise durch
Oxydation verursacht - zu finden sein. Das ich mit NSFM eine
funktionelle Thiol-Gruppe der Atmungskettenphosphorylierung gezielt
modifizieren konnte, ist dem Umstand zu verdanken, daf das aktive
Zentrum - wie angenommen'~ in rein lipophile Umgebung eingebettet
ist und durch dieses Reagenz in dieser Umgebung am schnellsten
erreichbar ist. ‘

Da nun, wie schon éusgefﬁhrt, sulfenylphosphat in lipophiler
Umgebung als migliches Intermediat einer Phosphataktivierung fir
die anschlieBende ATP-Bildung fungieren kénnte, erhielt ich eben-
falls den Auftrag, geeignete lipophile Sulfensidurereagentien zu
synthetisieren und zundchst einmal ihre Reaktivitdt an einem
geesigneten Modell zu testen [50]:

g o

H )
R-NH-C-NH,, . HN R = Alkyl (bis Cg)
s=l\ R .
N

R = Alkyl (bis Cg)

N-Mono-alkyl-Thioharnstoffe 6-Alkyl-2~Thiouracile

Mdglicherweise spielen Sulfensdure-Gruppen allgemein beil
eniymkatalysierten Reaktionen eine Rolle {1].

' In vitro lassen sich freie Thiol~Gruppen in Proteinen leicht
zu Sulfensﬁure~Grup§en oxydieren.

Cunningham und Nuenke [25-28] und Cunningham [29] erarbeiteten
mit B-~Lactoglobulin als Modellsubstrat ein Verfahren zur Thiol-
Gruppenbestimmung iiber Sulfenyljodid: |
Rinder-B-Lactoglobulin bildet ein stabiles Sulfenyljodid, seine
Thiol-Gruppe befindet sich in lipophilem Bereich. Der Grund fir
die Einfiihrung des Jods in die Untersuchungen von Protein-Thiol-
Gruppen liegt in der Stabilitdt der gebildeten Sulfenyljodide in
biologischem Material und der leichten Nachweisbarkeit des

Umsetzungsgrades (UV-Spektrum von J3-, J ). Sie stellten fest, daB
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Thiouracil und Thioharnstoff die am besten reagierenden Reagentien

seien - unter Bildung gemischter Disulfide:

S o NH
i pHe/57C il + -
a) P-SJ + H,N-C-NH, ———= P-S-5-C-NH, + H + J .
pH6/5°¢C

b) P-SJ + HSFy =~ ——--—-- p-s-S-Fy + E + 37,
Ny NS -
H H _ _

Das gemischte Disulfid aus b) wurde am Umsatz mit [é-14C]-
Thiouracil und anschlieBender Fraktionierung an Sephadex G—-25
verfolgt. Es ist zu bemerken, daf das Disulfid in Ldsung nur beil
sauren pH-Werten und nicht zu hohen Temperaturen einigermafen
stabil ist. _

Die neu synthetisierten lipophilen Thioharnstoffe und
Thiouracile testete ich analog dem Verfahren von Cunningham.

Das wichtigste Ergebnis dieser Versuche ist, daB-die Geschwindigkeil
der Reaktion tatsichlich von der Lipophilie der getesteten |
Reagentien abhingt (Fig.7)}. :

20904 't yags

Cl) '? . b) . /
HN-C-NHR  R=n-Rikyl .

—_ 1Ps] —
i & ,
R . £ 3 ‘

'v 19101 ; . Y 29
] - [ -

£ ’ ) ' -g N— HS-(-’N] R R=n-Alkyl

5 < 7%

= Minimum 3"5 I He +PS5]
EE ' %\\~ o ' 3 !

= ¥ $ Minimum

¢
. , \)(-"'I-_-x_/ \
1 2 et S 5 & ' 1 2 3 " 5 [
Zah|derlohlencloffe in der }Hltj {hette tahl der Hohfenstoffe tm ler Biky thelfs

Fig.7: Abhdngigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der
Alkylseitenkette (Lipophilie} der getesteten ,
Thioharnstoffe (a) Thiouracile (b) [50].

Der n-Heptyl-Thicharnstoff, sowie das n-Heptyl-Thiouracil’

erwiesen sich als die am schnellsten reagierenden Reagentien, der
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Endumsatz war bereits nach einer Minute bei 100 % (hdhere Glieder
der Reihen waren aus L&slichkeitsgriinden nicht zu testen). Die
Thioharnstoff~ sowie Thiouracil- analogen Harnstoff und Uracil
waren uneffektiv..

Diese Ergebnisse ermdglichten es nun, auf meine eigentliche
Aufgabe - die Suche nach einer Sulfensdurefunktion bei der
mitochondrialen Atmungskettenphosphorylierung - iiberzugehen.

Anfangsschwierigkeiten in der Isolierung gut gekoppelter
Rinderherz-Mitochondrien und der Messeung der Atmuhgsgeschwindig—
mit der Clark~Elektrode konnte ich schlieflich dadurch ilberwinden,
daB8 ich zur Vervollkommnung dieser Techniken zu Prof.Klingenberg
fahren durfte.

C.Messung der Atmungsgeschwindigkeit

— — - —— — f— —— — B — = p— s em—

a.Kopplungsseite 1. Das zur Reaktion bendtigte NADH muB durch

Reduktion des in den Mitochondrien vorhandenen Nap*t hergestellt.
werden, da NADH nicht von den Mitochondrien aufgenommen wird. Das

wird durch Zusatz von Glutamat und Malat erreicht. Diese beiden

Substrate werden wie Succinat von den Mitochondrien aufgenommen.
Die Reduktion von NAD+ (Eé = -0,32 Volt) durch Malat (Eé = «=0,17 V)
wird mdglich, wenn die Konzentration des entstehenden Oxalacetats

durch Transaminierung mit Glutamat klein gehalten wird:

Malat + NAD+:——w~ Oxalacetat + NADH + H+
Glutamat + Oxalacetat —-—a ot-Ketoglutarat + Aspartat

FPMN +
+ 3 ADP 4+ 3 Pi—-ﬂb*NAD + HEO + 3 ATP.

NADH + 1/2 02

it
[0}

[
{=)]
»

Blockung endogener Succinatatmung mit Malonat. P/0O = 3, RCR

b.Kopplungsseite 2.

' FAD
+ 2 ADP + 2 Pi—*4w-Fumarat + H20 + 2 ATP,

P/O = 2, RCR

Blockung endogener NADH-~abhidngiger Substratatmung mit Rotenon.

Succinat + 1/2 O2

H
w
1
i



c.Kopplungsseite 3.

TMPD
+ ADP -+ Pi——dv-Dehydroascorbat + H.,O + ATP

Ascorbat + 1/2 O 2

2

Endogene Substratatmung nicht geblockt. P/O0 =1, RCR = 1,5-2.

2.Messung des ADP/O-Quotienten mit_ der Sauerstoffelektrode [20]

— e bt m? e O aew | maar | et Wi s teww  Ewmr b Selm MmE e S Mem mm Mnem  Mem wel Eew e

a.Prinzip. Mit der Sauerstoffelektrode wird polarographisch

die Sauerstoffkonzentration der ReaktionslOsung gemessen und mit

einem Schreiber zeitabhingig registriert (Fig.8).

ﬁr’om

| A 24ml \
. Isotonisches
Medruumn Mitach. ~

B
Jram ko]

‘Suecinat l\

O.‘rSmM 02/2

0.t Mol
RDP

0. §mMaol

DNP

I

0,=0

1

o 2 Zeit (min)

Fig.8: Die Registrierung des Sauerstoffverbrauchs von Miochondrien
in verschiedenen Zusténden der oxydativen Phosphorylierung:

(1) kontrollierter Zustand (State 4),(2) aktiver Zustand {State 3},
(3) entkoppelter Zustand.

Aus der Abnahme der Sauerstoffkonzentration im aktiven Zustand
und der Konzentration des dabei phosphorylierten ADP 1&Bt sich der
ADP/O- (P/0-)Quotient bestimmen. Das Reaktionsmedium enthdlt
Phosphat.
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Auf diese VWeise 1Bt sich zeigen, daB die Atmungsaktivitit
der Mitochondrien von der Phosphorylierung kontrolliert wird. Die
Mitochondrien atmen in Gegenwart eines Substrates (Succinat) und
Phosphat nur mit geringer Aktivitdt (kontrollierter Zustand der
oxydativen Phosphorylierung). Erst auf Zusatz von ADP, wodurch
die Phosphorylierung erméglicht wird, erreicht .die Atmung die
Maximalaktivitdt (aktiver Zustand der oxydativen Phosphorylierung).,
'Nach Phosphorylierung der zugesetzten Menge ADP f&dllt die Atmungs-
aktivitit wieder auf die des kontrollierten Zustandes zurilick. Aus
der im aktiven Zustand verbrauchten Menge Sauerstoff und der ent-
sprechenden Menge an zugesetztem ADP ld8t sich die Phosphorylierun
ausheute (ADP/0- oder P/0O-Quotient) errechnen. Auf Zusatz wvon
1,4-Dinitrophenol (DNP) wird die Atmung von der Phosphorylierung-
entkoppelt, d.h. die Atmung erreicht die Maximalaktivitdt ohne

Phosphorylierung.

b, Berechnung. (1) Die Strecke Y wird gewonnen durch Ausmessen

der senkrechten Strecke zwischen denfSchnittpunkten der Kurven
A und B, sowie B und C in mm. Dies ergibt den Betrag des Sauer-
stoffverbrauchs der ADP stimulierten Atmung (State 3). Benutzt
wurden bei jeder Messung luftgeséttigte Lisungen. _'
(2) Der Zeigerausschlag X in mm ergibt den totalen Sauerstoff-
gehalt dés Reaktionsmediums (Fig.8). Luftgesdttigte L&sung bei
ZSOC_und Normaldruck: 0,24 mM 02.
(3) (Sauerstoffgehalt des Mediums/X mm)+*Y¥ mm* ml Reaktionsmedium-2
= Mikroatome verbrauchter Sauerstoff.
(4) Mikromole ADP addiert/Mikroatome O
P/0O-Vernhdltnis.

Im oben gezeigten Beispiel (Fig.8) enthdlt das Medium 240 nMol

5 verbraucht = ADP/O-~ oder

O2 pro ml und X = 86 mm. ¥ = 15 mm; das ergibt 2071 nhAtome Sauersto

verbraucht wihrend aktiver Atmung {(State 3). Addiert wurden

400 nMol ADP. Das ADP/O-Verhiltnis betrdgt somit 400/201 = 1,99,
Das Atmungskontrollverh&ltnis (RCR,[1f]) ist definiert als

Atmungsgeschwindigkeit in Gegenwart von ADP zu der Atmungsgeschwin

digkeit nach Verbrauch des zugesetzten ADP.

Die Atmungsgeschwindigkeit wird angegeben als

pMol 0, mg~ | Protein hr- ! pei 25°C.
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Im Beispiel betrdgt die RCR:
| Geschwindigkeit B/Geschwindigkeit C = 4:

Luftgesdttigte Lésung 240piMol/l

Reaktionsgefdn 2,4 ml

Protein 3 myg

Schreibervorschub 30 mm/min
240ﬁnMol-2,4 ml+30C mme60 min Mol 02

B: —3 — = 7,35 me———t———
107 ml*3 mg Prot-47 mm min hr _ mg Prot hr
240r(Mol-2,4 ml+30 mm- 60 min Mol O

C: — = 1,84 —2
107 ml+*3 mg Prot«188 mm min hr ng Prot hr

RCR = B/C = 7,35/1,84 = 4.

Die Konzentrationsangaben benutzteér L&sungen folgt bei den
Ergebnissen der Messungen. ) .
Die Ausfiihrung dexr Messung ist im experimentellen Teil

beschrieben.

c.Sauerstoffelektrode nach Clark. Das Geridt zur polarogra-

phischen Messung der Sauerstoffkonzentration (Mikro-pO,-MeBeinheit

Eschweiler und Co, Kiel) besteht aus einer Pt—Elektrod;.(Kathode)

und einer Ag/AgCl-—-Elektrode (Anode), die zusammen von einer KCl-

Lésung umgeben sind. Durch eine sauerstoffdurchlissige Teflon-

membran (Dicke 12# m), sowie eine KCl getri@nkte Cuprophanmembran

sind beide Elektroden von der Reaktionsl@sung abgetrennt (Fig.9)}.
An den Elektroden spielen sich folgende Vorgidnge ab:

Pt-Elektrode .0, +2H +2e — KO, (a)

HyO, + 2 H + 2 e —= 2 H,0 (b)
Ag/AgCl-Elektrode 4 Ag + 4 CL —— 4 AgCl + 4 &~ (c)
Zusammen 0, + 4 H + 4 Ag + 4 C17 —— 4 AgCL + 2 H,0 (da)
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Fig.9: Aufbau der Sauerstoffelektrode sowie des Reaktionsgefdfes
_ (Eschweiler u.Co, Kiel),
(a) Sauerstoffelektrode ~ (b)Reaktionsgef&s

Bei geniligend groBSer Spannung (ca. 0,6 V ~-Polarisationsspannung)
wird aller Sauerstoff, der sich in unmittelbarer Ndhe der
Pt~Elektrode befindet, abgeschieden. Der dabei fliefiende Strom
wird durch die Diffusionsgeschwindigkeit'des Sauerstoffes durch
die Teflonschicht und die KCl-LOsung zur Pt-Elektrode bestimmt.

Die Diffusibnsgeschwindigkeit ist in diesem Fall der Sauerstoff-
konzentration propértianal. Der Diffusionsweg muB klein sein,

damit die Sauerstoffelektrode schnell auf Enderungen der Sauerstoff
konzentration in der Reaktionsldisung anspricht. Das wird dadurch
erreicht, daB die KCl-Schicht (Cgprophan) und die Teflonmembran

diinn gehalten werden und die Reaktlonsl&sung gerihrt wird,
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IT.HAUPTTETIL

A.Wirkung der Thiol- und Sulfensdurereagentien auf die gekoppelte

Atmung von Rinderherz-Mitochondrien

a.n—AlkyiuThioharnstoffe. Die Effekte der n-Alkyl-Thioharnstof:

sind in Tab.2 zusammengefaBt., Zum Vergleich wurde der n-Nonyl-

Harnstoff, welcher wegen mangelnder Nucleophilie nicht mit der
angenommenen Sulfensiure-Gruppe reagieren sollte, sowie das
Losungsmittel Athanol mit der maximal benutzten Menge - als Blind-
wert -, mitgemessen, | .

Am Anfang jeder Messung wurde durch ADP-Zugabe die Atmungs-
kontrolle getestet, | '

Tab.2: Wirkung der‘n—Alkyl-ThioharnsEoffe

Kopplungs- nMol % Inhib. $ Inhib. % Stimmul,
stelle Verbindungen mg Prot, St 435t 3" Entkoppl. St. 4
(Substrat) _ - bezogen auf meBb.Atm.
- [onp, cceP)
Thicharnstoff 330 - _ - -
n-Methylthio-
harnstoff 330 - - -
n-Propylthio-
harnstoff 330 B - -
n-Pentylthio-
I harnstoff 330 B - -
(Glutamat, n—Heptylthio-
' harnstoff 336 30 20 -
Malat)

n-Nonylthio-

harnstoff (MnT) 140 100 100 . 35
n—-Nonyl-

harnstoff 350 100 100 .40
Athanol + - - _

*St.4 > St.3 = State § »State3 = Ubergang Kontrallierter Atrmung (Subsrat, P} 2u cddivem Tustand
‘ ' (Substret, P: | finP)

Inhib. = Inhibiarung; Stimmulitrung < Stimmol.j Eﬂthf’r’l-"frrikofplurg;MEBbm Bimung =megh Rém.
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Fortsetzung Tab,2:

Kopplungs-— | nMol % Inhib. % Inhib. % Stimmul.
stelle Verbindungen g Prot-st.4%5t.3 Entkoppl. St. 4
(Substrat) bezogen auf meBb.Atm.

(DNP,cCCP)

Thiocharnstoff 330 - - -

n—-Heptylthio~ - - -
harnstoff 330 }
o n-Nonylthio-
IT harnstoff 170 100 100 70
(Succinat) " n.0lig. 170 100 100 -
n~-Nonyl- , :
harnstoff 350 100 100 75
Zthanol + - ' - : -
{picoumars!)
n-Nonylthio- ' _” 40 % St 3
111 harnstoff 120 ' Stimmul. 100
(Ascarbat, Athanol + - - -
TMPD)

Die hoheren Glieder der Reihe sind im benutzten Reaktionsmedium

nicht 16slich und fallen bel Zugabe sofort aus (Tribung) - von den

Mitochondrien werden sie jedoch sofort aufgenommen, gquasi 'aufge-
saugt' (verschwindende Triibung).

n-Cetyl-Thioharnstoff, sowie'n—Cetyluﬂarnstoff fdllen die
Mitochondrien aus dem Medium aus und sind somit nicht zur Messung
brauchbar, ktnnen aber mbglicherweise zur.Protein—Isolierung
benutzt werden. |

Zum besseren Verstédndnis der Tabelle 2 — Figur 10:
hier werden die typischen mit der Sauerstoffelektrode erhaltenen
'Atmungskurven' gezeigt. Die jewells bei den Messungen verwendeten

Bedingungen werden bei diesen KXurven angegeben.'
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Fig.10: Effekt von MNT auf die gekoppelte Atmung von Rinderherz-
Mitochondrien,

Die Zahlen an den Kurven geben die Atmungsgeschwindigkeit in
FMol 0, mg_1 | 1 pei 25° an. _' , |
Experiment A: Rinderherz~Mitochondrien (2,91 mg) werden addiert
;u; Ee;ﬁzi;hgﬁischung bestehend aus 2,4 ml 0,25 M Saccharose
enthaltend 2,5 mM Glutamat, 2,5 mM D,L-Malat, 5 mM Malonat, 20 mM
KCl, 5 mM MgClz, 10 mM Phosphat und 20 mM Tris-HClL, pH 7,4.
Experiment B: Rinderherz-Mitochondrien (2,91 mg) werden addiert
;ﬁ; Ee;kzi;ﬁ;mischung bestehend aus 2,4 ml 0,25 M Saccharose
enthaltend 10 mM Succinat, 20 mM KCl, 5 mM MgCl 10 mM Phosphat

und 20 mM Tris—-HCl, pH 7,4.

Protein hr

2’

zur Reaktionsmischung bestehend aus 2,4 ml 0,25 M Saccharase
enthaltend 2,5 mM Ascorbat, 0,25 mM TMPD, 20 mM XKCl, 5 mM MgClz,
10 mM Phosphat und 20 mM Tris-HC1l, pH 7,4.

Zugabe von Rinderserumalbumin (2,5 mg/3,4 mg Mitochondrien)
als mdgliches Absorptionsmittel (lipophile Wechselwirkung) des
n-Nonyl-Thioharnstoffes hatte keinen Einfluf auf dessen Wirkung.



- 23 -~

Ebensowenig verhindert Dihydroliponsidure (160 FM) - als m&glicher
Cofaktor der ATP- Synthase[?f] ~ die Wirkung. Auch Dithiothreitol
(SO/uM) gln Dlsu;fld reduzierendes Agens, sowme 1,4-Dithicbutan
(400}mM) kénnen die Wirkung nicht verhindern.

Um Wirkungen auf den Glutamat~Transport auszuschlieBen wurde
auch o-Ketoglutarat (10 mM), sowie B-Hydroxybutyrat (10 mM) als
Substrat der Kbpplungsseite I benutzt - es wurden die gleichen
Effekte mit gleicher Konzentration (MNT usw.) erzielt.

Wirkungen auf den Phosphat-Transport kénnen ebenfalls ausge— .
schlossen werden, was bei den Messungen mit den Maleinimiden
deutlicher zu zeigen ist (Seite 65).

b.Shn—Alkyl—Z—Thiouracile. Die Effekte der 6-n-Alkyl-2-Thio-

uracile sind in Tab.3 zusammengefaft. Zum Vergleich wurde hier

das 6-n-Nonyl-2~Uracil, welches ebenfalls (wie der n-Nonyl-Harnsto
wegen mangelnder Nucleophilie nicht mit der angenommenen Sulfen-
sdure-Gruppe reagieren sollte, sowie die L&sungsmittel DMFE und
“Athanol mit den maximal benutzten Mengen -~ als Blindwert -,
mitgemessen,

Auch hier wurde am Anfang auf.AtmungSkontrolle getestet.

Fir die Loslichkeit der getesteten Thiouracil-Verbindungen
gilt Zhnliches wie flir die der Thiocharnstoffe.
~= Zum besseren Verstdndnis der Tabelle 3 - Figur 11. --

‘Zugabe von Rinderserumalbumin, Dihydroliponsidure, Dithiothreit
sowie 1,4-Dithiobutan k&nnen auch hier die Wirkung von
6-n-Nonyl-2-Thiouracil nicht verhindern. _

Auch mit «-Ketoglutarat (10 mM) , sowie B-Hydroxybutyrat (10 mM
als Substrate werden die gleichen Effekte bei gleichen Konzentra-
tionen (NTU usw.) wie nit Glutamat, Malat als Substrat auf dle
gekoppelte Atmung erzielt. _

Flir den Phosphat-Transport gilt dasselbe wie fiir n-Nonyl-
Thioharnstoff.

Skatol (3-Methyl-Indol), das als nucleophiles Reagens fiir
eine Sulfensdure-Abfangreaktion fungieren konnte, hat keinen
EinfluBf auf die Phosphorylierung - es fehlt hier die lipophile
Seitenkette.
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Tab.3: Wirkung der 6-n—-Alkyl-2-Thiouracile
Kopplungs-— o nMol % Inhib. % Inhib. % Stimmul.
stglle Verbindungen neg Protlst.4ést.3 Entkoppl. St. 4
(Substrat) - bezogen auf mefb,Atmn,
(ONP,cCCP)
Thiouracil 330 - - -
n-Mehylthiou. 330 - - -
n-Pentylthiou, 330 - - -
n-Heptylthiou. 330 100 100 ' 40
n-Nonylthiou., 230 100 100 40
n 30% 100- 100 -
(NTU) 25 *¥ 100 100 -
n-Nonyluracil 900 100 _ 100 50
" 30* "30 20 -
“ 25*% - 30 20 -
1 Athanol + - - - _
(Glutamat, garo1 280 - - | -
Malat) Na,PSO, . 280 100 - -
NazPSO3C9H19 280 - f -
Phalloidin 1200 - - -
DCCD 60 100 - -
" | 15 . 100 ~ -
Cyclohexyl- 60 - - -
isocyanat : C
DMF + - ' - _ -
Thiouracil 240 - - ' -
n*Pent&lthiou. 240 - - _ -
n-Heptylthiou. 240 100 100 ' 60
n-Nonylthiou. 210 ~ 100 100 70
- n n.0lig. 210 100 100 -
, n~Nonyluracil 800 100 . 100 80
(Sucecinat) : .
Athanol + - - -
Na,PSO, 280 100 ~ -
DCCD 50 100 ~ -
(Dicoumearal) . '
111 n-Nonylthio- 145 ~ 40 % St 3 100
+ (Ascorbat, uracil Stimmul,
TMPD)




Zur Tabelle 3:

Kopplungsstelle II - Skatol, Na PSO 9 19, Phalloidin,
Cyclohexyllsocyanat und DMF hei gleichen
Konzentraticonen wie bei Kopplungsstelle I
ohne Wirkung.

¥= 10 Minuten Inkubation,™ = {iber Nacht Inkubation.

1.9%mgMite. 28imgMite, 1.31rng Mita.

&

Sauerstoff- Honzentration (pM)

1e.2

T20nMotl /uM Rnfenun
ADP 293 4ol
126 p Mol - —230n Mol /g NTU
fop 194 .
o4
M5 n Mol frrgg — — 400 Mol ADP
MTY .

g

—200n Mol RDP

——'72an PNP

Fig.11: Effekt von NTU auf die gekoppelte Atrmuung von Rinderherz-—
Mitochondrien. )

Die Zahlen an den Kurven geben die Atmungsgeschwindigkeit in
FMol O2 mg—1 Protein h:t:—1 bei 25°%C an.

Flir die Experimente D, E,F gilt dasselbe wie fiir A,B und C der
Figur 10, |

Phalloidin, ein Knollenbldtterpilzgift (von Prof.Th.Wieland
zur Verfigung gestellt), welches die ATP-~Bildung bei Muskelaktin
beeinfluft, hat ebenfalls keinen Effekt auf die gekoppelte
Atmung ven Rinderherz- Mitochondrien.

Dicyclohexylcarbodiimid (DCCD) wurde zum Vergleich mitge-

messen, um einen Eindruck von der Wirksamkeit der Sulfensdure-



Reagentien zu vermitteln,

Der EinfluB von NonylthioPhOSPhat {Syntheseprodukt aus Labor
Dr.Bduerlein), sowie Thiophosphat wird mit spédteren Messungen
diskutiert, ist aber_auch hier im Zusammenhang mit den anderen

Messungen von Interesse,

— e — st S b et BaeA R e e m——

Die Wirkung der N4~(N1—Alkyl—sulfdmoylphenyl)—maleinimide,sowie

ihrer Ausgangsverbindungen ist im Vergleich zu verschiedenen andere:
4 e a s

Maleinimiden, sowie zu der N‘—(N1—Nonyl—sulfamoylphenyl)~succ1nlm1d-

Verbindung und Nonylamin, Acetnonylamin, in Tabelle 4 aufgezeigt.

Auch hier wurden die Lésungsmittel mit der maximal benutzten Menge
als Blindwert - mitgemessen.

Zum besseren Verstdndnis der Tabelle 4 — Figur 12:
2.89mg Mita 1.8mg Mito 230mg Mito

2501

4aM Rolenon
4

—0.6p Mol /mg
Oligomycin .
200 pMal AOP

—20 nMal NSPM
m

kg1

/

200 n Mol RDP

2}0myg Mite
?.ociraMal AoP

Sauerstoff - Konzentration (kM)

_.1?..5/-M bvP
423

Fig,12: Effekt von NSPM und NSPS auf die gekoppelte Atmung von

Rinderherz- Mitochondrien. _

- Die Zahlen an den Kurven geben die Atmungsgeschwindigkeit in
wiol O, mg” | 7
Fiir die Experimente G und K, sowie H, J gilt dasselbe wie fiir A,

Protein hr ¢ bei 25°C an.

sowie B und C dexr Figur 10.
Die Atmungshemmung wurde auf maximale Atmungshemmung mit 0,6 mM

KCN bezogen.

® Jede Messung wurde mit einer Atmungskontrolle (ADP_ind;ziert)

- T begonnen.
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Fortsetzung der Tab.4

Kopplungs— nMol % Inhib % Inhib
stelle Verbindungen mg Prot St 4¥5t 3 Entkoppl st 4
{Substrat) ' bezogen auf mepfb.Atm
(DNP.CCCP)
R-NH, 110 30 30 -
R-NHCH, 110 30 30 -
RN (CHJ) , 110 30 30 -
ASPM 110 100 100 - 20
R—NCH'BCOCH3 110 30 30 . -
R-NHC,H, (n) 110 30 30 -
R-NHC, ., (1) 110 30 30 -
R-NHCH, , 70 100 100 -
R-NHC_H, 60 100 100 20
NSPM 20-26 100 100 90
n n,0lig, 24 100 100 90
NNM 120 (100 (100) 100
NEM 300 - - -
1t NSPS 170 100 100 50
(Succinat) _ceones mspM 110 100 100 20
RLNHCH3 300 - - -
o - - -
s’ wo - i i
511
ANSA 130 100 100 50
NSA 150 100 100 190
H,N-CgHyg 300 - - -
CH,CONH-C¢H,q 180 - - -
Na,0,SPO-CgH, 4 280 - - -
Na,0,5P 280 100 - -
" DCCD 50 100 - -
{Dicoumarol}
NSPM 28 (100) 40 % St 3 100
NNM 120 100 Stimmul 60
NEM 280 - - -
Tl NSPS 280 (100) 40 % St 3 100
(Ascorbat, ANSA 280 100 Stimmul _

TMPD)

% Stimmul

- Keine Atmungshemmung auch bei htheren Konzentrationen
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Zur Tabelle 4:

Kopplungsstelle II - R = E?)N—<:}Psoz; R' = O=?—§-<:>PSOZ . )
O cH

Hy

. Fiir die Ldslichkeit der Verbindungen gilt &hnliches wie fir
die der Thioharnstoffe.

NSPM wurde auch mit «-Ketoglutarat (10 mM), sowie B-Hydroxy-
butyrat (10 mM) als Substrat getestet. Es ergaben sich die gleichen
Effekte wie fiir Glutamat, Malat als Substrat und dies bei denselben
Konzentrationen von NSPM. Erliduterungen dazu in dexr Diskussion.

Der m8gliche Einfluf von NSPM auf den Phosphat-Transport
wird ebenfalls spdter erldutert.

Dicyclohexylcarbodiimid wurde zum Vergleich mitgemessen, um

einen Eindruck von der Wirksamkeit des NSPM zﬁ vermitteln.

— m—— bt —m et et me s ST e mee e ——

Man kann die Ergebnisse mit den geﬁessenén Verbindungen (Tab.2-4
mittels hauptsdchlich zwei verschiedeﬁen Effekten erkldren:

I) Chemische Reaktion mit funktioneller Gruppe,
0 ‘9'3
E;:N—R Maleinimid- i.h . Nucleophiler
X Doppelbindung, /’\ﬁi Schwefel.,

IT)Lipophile Wirkung aufgrund lipophiler Alkylkette sowie lipophilex
Alkylkette plus aromatischem Ring, .

CcH CH CH CH
;’ 2\CH5’ ‘Z\CHg/ ZxCHg’ 3 —<::>bSOZNHC9H1g-.

Bel der chemischen Reaktion handelt es sich um die beabsichtigte

CcH
77 250

Abfangreaktion von Thiol~ oder Sulfensidure-Gruppen (NSPM, NNM, sowie
MTU,NMT). Bei der lipophilen Wirkung (Stimulierung von State 4 ,
durch MTU, NMT bei Substratseite I-III; Atmungshemmung durch

ANSA, NSPS bei Substratseite I) um eine unbeabsichtigte Neben—
wirkung der die chemische Reaktion spezifisch in lipophile Bereiche
der Mitochondrien lenkenden lipophilen Kraft.
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Die sehr spezifische Reaktion des Thiol-Reagenses NSPM bei
kleiner Konzentration (Inhibierung State 42State 3, Inhibierung
DNP-Entkopplung bei Seite I; sowie Entkopplung bei Seite II) ist
dieser starken lipophilen Kraft von aromatischem Kexn ([47] : uUnter-
suchungen zur hydrophoben Bindung von Sulfanilamid an Bio-Gel
sowie Sephadex) und lipophiler Kette - wie beabsichtigt - zuzuord-
nen (Vergleich mit MSPM und NNM). |

Wihrend NNM sehr schnell die Membran durchdringt und somit
das fiir die oxydative Phosphorylierung verantwortliche Zentrum
fast'ﬁbergehf, besitzt das ebenfalls durchdringende Reagenz NSPM
einen aromatischen Ring, welcher in das spezifische reaktive
Zentrum zwischen ATP-Synthese und Atmungskette (zu sehen an der
Wirkung von ANSA) lenkt. | ‘

Die Atmungshemmung {begleitet von State 4+State 3 Inhibierung,
Inhibierung der DNP-Entkopplung) der Substratseite I durch ANSA
‘beruht auf dem, die spezifische Reaktion von NSPM.ermﬁglichenden.
lipophilen Teil, sowie der Acetyl-Amiquruppe der Verbindung |
(Vergleich mit NSA}. Das eine Atmungshemmung bei kleinerer Konzen-
tration als mit NSPM, NSPS erreicht wird, liegt daran, daB der
sterisch hindernde Maleinimid- sowie Succinimid-Ring fehlt, wodurch
eine Komplex-Bildung leichter mglich ist.

ANSA besetzt wahrscheinlich die Coenzym Q spezifische Region
des NADH-Dehydrogenase-Komplexes (Komplex I), da mit Succinat als
Substrat (Seite II) keine Atmungshemmung erzielt wird. Das diese
Coenzym Q spezifische Region wahrscheinlich auch Kopplungsstelle I
enthilt, wird bei Betrachtung der Wirkung von NSA deutlich.

NSA besitzt aufgrund der fehlenden Acetyl-Gruppe eine andere
Elektronendichte im ‘aromatischen Kern und ist somit nicht in der
Lage dieseibe Wirkung wie ANSA (NSPM, NSPS) in Bezug auf eine
Atmungshemmung von Seite I zu erreichen.

Das mit NSPM bei kleinerer Konzentration der Glutamat-Transport
nicht beeinfluft wird, wird deutlich dadurch, daB erst bei viel
htherer Konzentration von NSPM eine Atmungshemmung erfolgt.

NSA, MNT, NTU haben erst bei hsherer Konzentration die gleiche
Wirkung wie NSPM (ANSA, NSPS) in Bezug auf die Inhibierung von °
State 43State 3, sowie Inhibierung der DNP-Entkopplung. Zum
Unterschied zu NSPM wird jedoch durch Oligomycin die Entkopplung
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der Substratseite II verhindert.

Die Blockierung der DNP-(CCCP—)Entkopplung parallel zur
Inhibierung von State 4+State 3 der Seite I, sowie die Entkoppler-
- Wirkung an Seite II, durch die Verbindungen, vor allem aber wvon
NSPM, MNT, NTU, deutet auf die enge Verbindung von Komplex I
(Kopplungsstelle I) sowie Komplex IIT (Kopplungsstelle II) mit
Komplex V (DNP~Entkoppler~Bindungsseite); Der unterschiedliche
Oligomycin-EinfluB auf die Wirkung dieser Verbindungen, zeigt deren
verschiedene funktionelle Wirkung im gleichen Zentrum zwischen
Komplex . I, Komplex III und Komplex V. |

Der Nicht-EinfluB auf die DNP-Entkopplung von DCCD-(Na3SPO3)
_ist einer der Bewelse filir dessen Angriff nach der Entkoppler-
‘Bindungsseite auf Komplex V, ein Bewels dafilr ist auch dessen
gleiche Wirkung auf alle Kopplungsseiten.

Die verschiedene Wirkung von NSPM, MTU, NMU, auf die 3 Kopp-
lungsseiten ist einer der Beweise flr deren Angriff zwischen
Atmungskette und ATP-Synthese.

Die teilionischen Verbindungen ASPM und offenes NSPM k&nnen’
die Mitochondrien-Membran nicht durchdringen, wodurch ihre schwache
Wirkung auf die Kopplungsseiten zu erklédren ist.

Das Phosphat analoge, ionische Thiophosphat verhindert die’
ATP~Bildung nach dem Energie-Pool [66] . Durch den nucleophilen
schwefel wird der Phosphat-Ubertréger blockiert., Das lipophile,
stark ionische Nonyl-Thiophosphat hat keine Wirkung auf die
mitochondriale Energie-iibertragung. Wahrscheinlich verhindert
hier die lipophile Kette in Verbindung mit der Ionenform (ASPM,
off.NSPM) das Dufchdringen der Mitochondrien—Membran.' ‘

Die bei‘hﬁheren;Konzentrationen wirksamen Sauerstoffanalogen
der Sulfensaure—abfaﬁgreagentien MNT, NTU,~N—Nonyl-Harnstoff
und 6-n-Nonyl-Uracil-haben die gleiche Wirkung aufgrund der
gegeniiber dem Schwefel sehr viel kleineren nukleophilen Kraft

ihres Sauerstoffes.

Durch Ultraschall-Behandlung wird die Innen-Seite der inneren
Mitochondrien-Membran nach auBen gedreht. Im Endeffekt sind NADH-

sowie Succinat-Dehydrogenase von auBen frei zugidnglich. Die
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erwartete Wirkung von ANSA und NSPM (MTU und NMT): Die Atmungs=—"
hemmung mit NADH als Substrat tritt so stark in den Vordergrund,

daB die reversible, energiegetriebene Elektronen-Ubertragung nicht
mehr zu messen isﬁ[?{]. Auch mit diesen Partikeln wird keine
Succiﬁét—Atmungshemmung erzielt, &hnlich wie an ganzen Mitochondrien
was ein weiterer Beweis dafilir ist, daB die Succinat~Dehydrogenase

nicht Thiol-gebunden arbeitet,

. An der isolierten ATPase (F1) war, wie von anderen Gruppen
flir Thiol-Reagentien schon berichtet (zuletzt von Griffiths [3ﬂ Y,
mit NSPM, NNM keine Wirkung zu erreichen. Wegen der #hnlichen
Wirkung der Sulfensdure~Reagentien MNT, NTU an Mitochondrien,
war aﬁch keine Wirkung dieser Reagentien zu erwarten - dies
bestdtigte sich [8].

B.Synthese der radioaktiv markierten Abfangreagentien

Nachdem ich jetzt durch die Messungen mit der Sauverstoffelek-

trode ein recht detailliertes Bild der Wirkungen meiner syntheti-
sierten Sulfensidure- sowie Thiolreagentien auf die oxydative
Phosphorylierung erhalten hatte, konnte ich den n#chsten Schritt
meiner Arbeit ausfiihren - die radioaktive Markierung der wirksamsten
Verbindungen.

Es sollten damit in der oxydativen Phosphorylierung eventuell
wirkende Sulfens#ure- wie Thiolgruppen - in Analogie zu den Modell-
reaktionen von Béueflein[ﬁ]angenommen ~ abgefangen und diese
funktionellen Gruppen tragenden Verbindungen isoliert und wenn

mdglich identifiziert werden.

— Eis et o e o eew e — e — T mem e e R e

Die am besten reagilerenden Sulfens8urereagentien waren der.

n-Nonyl-Thioharnstoff (MNT) und das 6-n-Nonyl-2-Thiouracil (NTU).
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Die radioaktive Markierung von n-Nonyl-Thicharnstoff (MNT) mit

T4 oder 3°s wire wohl sehr gut méglich, (R = n-Nonyl)

CH3 . CH CH S S

EnCly | 3, HR 173 1, Het il
CH.-C-CH. + NH,NCS§ —& CH.-C-NCS —» CH,-C-NH-C-NHR —»~ H_N-C-NHR +
3 3 4 ~NH, el 3 3] ' 2
CHq . CH, CHy C(CH4) ,C1,

aber das Ausgangsmaterial (NH4Nd% oder C(CHB)BNdE) ist zu teuer

und eine Synthese aus RNCS® welches billig zu kaufen ist, wire zu

aufwendig und die Ausbeute an Endprodukt dann entsprechend nieder.

Sehr gut realisieren 1i8t sich dagegen die Synthese von

14C~ oder 35S—markiertem 6~n-Nonyl-2-Thiouracil,
oc,Hy |
NH C=0 Na-Athylat HN—C=0

2/ 2 AN Y &
5=C + CH, = 5=C CH

Nww,  o=Cegn,, ~NaoH, w—cZe.n

2 919 -2 Athanol 919 °
Der als Ausgangsmaterial dienende Thicharnstoff ist als 355-

wie 14C-—markierte Verbindung nicht zu teuer, Die Reaktion kann in

einer Stufe durchgefiihrt werden. Die Ausbeute liegt bei 90 5.

Ich entschlofi mich daher, das Thiouracil-Derivat zu syntheti-
sieren (Experiment.Teil) und verzichtete auf die Markierung des
Thicharnstoffes, was wohl in Anbetr;cht der in etwa gleichen

Wirkung auf die Mitochondrien gut zu vertreten ist.

— e - mv e G e e e Em e e — - —— et —a — e mm mme e—— e mee wd e vem ame

Das am besten reagierende Thiolreagenz war NSPM.

Die 4

1,4—14C—Maleinsaureaphydrid, welches preiswert zu kaufen ist, mit

hoher Ausbeute (ﬁbef 90 %) schnell durchgefiihrt werden,

C-Isotopen-Markierung von NSPM kann in 2 Stufen mit

0,
. [ =
5 _— - [ocoe] ofcocHs),
H N-@-SO NHC H,, —= HOOCCHCHCONH—@—SO NHC, H o—
2 2779719 | 27779719 -2 CHycooH

Q
[l
EEN—@—SOzNHCBH,I g -

Diese Art der Markierung hat den Vorteil, daf die Radioaktivitdt
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nach der Reaktion mit Thiol-Gruppen - auf jeden Fall an der Thiol-

Verbindung hingen bleibt.

35

Die Synthese analog der von Merz et al[61] fir “~s-ASPM, mit

trédgerfreiem 355~Sulfat, erarbeiteten Vorschrift, wurde deshalb

nicht benutzt.

14

Tch markierte also NSPM durch Einsatz von 1,4~ "C-Maleinsdure-

anhydrid.(Experiment.Teil).

3.14

— e et St et — T s — mme mae b

Da Dicyclohexylcarbodiimid ebenfalls als Thiolreagenz wirken
kénnte, habe ich dieses nach den von Stekhoven [82], sowie
Altendorf [2]beschriebenen Methoden 14

ment.Teil). Ich konnte hiermit eine eventuelle Aussage lber die

C-Isotopen-markiert (Expsri-

Bindung an eine Thiol-Gruppe erhalten, den bisher fehlt bel allen
durchgefiihrten Untersuchungen mit DCCD ein Hinweis auf den

Bindungsort dieses Reagenses.

Nachdem ich die Synthese der Isotopen~markierten Verbindungen
beendet hatte, ging ich zur Reaktion der Mitochondrien mit diesen
radlioaktiven Reagentien iiber. Die so radioaktiv markierten
Mitochondrien wurden zunichst der SDS-Gelelektrophorese unterworfen
um festzustellen, ob eventuell radioaktiv markierte Proteine
vorhanden sind und falls vorhanden - welches Molekulargewicht
sie besitzen. |

C.SDS—Gelelektroﬁhorese markierter Mitochondrien

d.durch 35g- bzw. 1°c-NTU markiert

Die von Beechey [16]benutzte Methode, zur SDS—Polyacrylamid-
Gelelektrophorese seiner CHCla/MeOH—Extrakte von DCCD behandelten
Mitochondrien, muBte fiir meine Sulfensdurereagentien behandelten
Mitochondrien abgewandelt werden, Da ich hier als Produkt meiner
Behandlung ein gemischtes Disulfid aus dem 6-n-Nonyl-2-Thiouracil
mit einer mitochondrialen Sulfensiure-Gruppe erwartete, durfte zur
Elektrophorese kein Disulfid-spaltendes-—Reagenz wie DTT benutzt
werden., AuBerdem ist das gemischte Disulfid bei hoheren pH-Werten
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und Temperaturen nicht stabil, weshalb ich mich dazu entschlo8,
zu einem‘Elektrophorese—pH—Wert von 5 mittels Acetat-Puffer
liberzugehen. Auch unter diesen Bedingungen ist die Bewegliéhkeit

-der Proteine proportional zu ihrem Molekulargewicht.

Cunningham [?9] konnte z,B. bei einem pH-Wert von 6,1 und
einer Temperatur von 5°C das gemischte Disulfid von B8~Lactoglobulin-
sulfenyljodid mit 2—140 -Thiouracil mit einer Sephadex G-25-S&dule
aus dem Reaktionsgemisch isolieren. _

Zundchst benutzte ich als Abfangreagenz 14C--NTU, welches ich
in einer Xonzentration von etwa 20 nMol/mg Protein -~ was einer
Inhibierung von ca. 95 % von State 4-State 3, sowile Inhibierung
der Entkopplung entspricht - mit der Mitochondrien-Suspension
reagieren lief.

Bei jeder benutzten Methode - sowohl mit 10 % Gelen (Methode b,
ohne DTT - Exp.Teil) als auch mit 15 % Gelen (Methode C, Chne DTT -
Exp.Teil) war nur ein Peak zu sehen. Ein Vergleich mit 14C—N’I‘U
ohne Mitochondrien zeigte, daB dieses fast die gleiche Mobillitdt
besaB., Da sich die Radioaktivitdt aus der Mitochondrien-Suspension

14

leicht mit Athanol - dem L8sungsmittel von C-NTU -~ auswaschen

" lieB, nahm ich zunidchst an, daB unter den angewandten Bedingungen

ein eventuell entstandenes Reaktionsprodukt wieder gespalten sei.
Bier half mir nun eine Arbeit wvon Malcof [Si]weiter. Sie fanden,

das8 Thioharnstoff nach Reaktion mit einem Protein-Disulfid (unter

oxydierenden Bedingungen) einer Desulfurierung zum Harnstoff untex-

liegt, als zweiteés Produkt fanden sie Thiosulfensdure:

PTot?in NH Prot?in Pfot?in
~— bbb
5-—8 + S-C i-—*b SH S —m— SH 5 4+ Harnstoff
S L e Ly
|
NH§C=NH Thiosulfensdure

35S—NTU und filhrte die

-NTU radiloaktiv gemachten Mitochondrien durch

es gab dieselben Ergebnisse wie mit 14C—NTU (Fig.13). Dba ich zumin-

Aufgrund dieser Arbeilt synthetisierte ich-

Elektrophorese mit 358

dest einen Teil der Radioaktivitidt in einem Protein (oder einer
anderen Verbindung als Reaktionspartner des NTU) erwartete (nach
Reaktion zum gemischten Disulfid, sowie anschlieBender Hydrolyse -
durch Schwefelaustausch in der Thiosulfensiure}, ging ich dazu iber
die Athanol-Ldsung mit den radioaktiven Produkten ndher zu untersuch
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Methode ¢) Experiment. Teil, d.h.

"pH 5; 10 Min.- 4 maA/Gel,

10 Min.- 6 mA/Gel, 1 1/2 8td.~-
8 mA/Gel; '

 ohne DTT;
~Auftrag: 160 mg Protein.
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Bevor ich jedoch zu den Ergebnissen dieser weiteren Untersuchung
ibergehe, zundchst die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese~Unter-

14 14

suchungen mit C~-NSPM und C-DCCD,

2.durch 1,4-!%c-NsPM markiert

Da meine Variation (Methode b, Exp.Teil) der Beechey~Gelelek-
trophorese-Methode (Methode a, Exp.Teil) bessere Trenneigenschaften
flir mitochondriale Proteine zeigte, benutzte ich das Verfahren

allgemein um die weiteren Untersuchungen durchzufiihren.

a.Molekulare Organisation der Mitochondrien-Proteine. Zunidchst

wollte ich sehen, wie sich die Organisation der Mitochondrien-~Protei
nach Disulfid-Spaltung durch DTT-Zusatz verdndert. Dazu inkubierte
14C—NSPM/mg Protein
(je nach Untersuchungsmethode wird von einem Gesamtthiol-Gehalt von
70 bis 100 nMol/mg Protein berichtet). Diese radioaktiv markierten

Mitochondrien unterwarf ich - einmal ohne, einmal mit DTT - der

ich die Mitochondrien-Suspension mit 124 nMol

Gel-Elektrophorese (Fig.14). Zum Vergleich lieB ich nicht markierte
Mitochondrien mitlaufen, fixierte deren Proteinverteilung und machte
sie mit Coomassie-Brilliant-Blau sichtbar (Fig.15).

Das wesentliche Ergebnis dieses Versuches ist die Verdnderung
der 33000, 29000 MG-Peaks durch DTT: Der 33000 MG-Peak (Hansteins
Entkoppler-bindendes-Protein[41}) wird nur wenig kleiner, wdhrend

der 29000 Peak (Klingenbergs ATP/ADPHCarrier[S{]j in einen 27000
- MG-Peak umgewandelt wird. '

Die Verteiluné der MG-Peaks unterhalb 10dOO wird verindert und
die Zahl an radioaktiven Verbindungen in diesem Gebiet steigt
durch DTT (Fig.14). .

Aufgrund der Gesamt~Verdnderungen durch DTT kann gesagt werden,
daB Thiol-Gruppen und Disulfid-Briicken eine wesentliche Rolle in
der strukturellen Organisation der Mitochondrien spielen (dazu [sl).

Zu bemerken ist, daB gerade die Proteine sehr stark durch 14C—NS
markiert werden, welche eine wesentliche Rolle in der oxydativen
Phosphorylierung spielen, dazu soll im folgenden mehr gesagt werden.

Eine zweite wichtige Aussage bildet die Tatsache, daB das

Gebiet unterhalb MG 10000 sehr stark markiert wird, widhrend in den
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angefdhrbten Gel-Protein-Verteilungen unterhalb.MG 10000 kaum ein
Protein zu sehen ist (Zhnliches auch bei Hatefi [43]). Dies 1iat
vermuten, daf Proteine mit kleinerem MG als 10000 fast vollstdndig
durch die tagelange Anfidrbeprocedur aus dem Gel ausgewaschen werden,
Dazu machte ich einen weiteren Versuch und zwar trennte ich markiert
Mitochondrien-Proteine mit Methode b (Exp.Teil) und verglich die
Radioaktiwitétsverteiiung im Gel direkt nach dem Lauf mit der nach
fixieren und anfirben erhaltenen (Fig.16): Ungefdhr 40 % Radioékti—
vitdt der 30000 Peaks, sowie die ganze Radioaktivit#t unterhalb
MG 10000 ist durch die Anfdrberei verlorengegangen. Das es sich zum
gréftenteil um Protein~gebundene Radiocaktivitdt handelt, wird in der
Isolierung des Hauptradicaktivitdtspeaks MG 7500 von 7 ndMol 14C—NSPM
mg Protein (notwendig fiir 95 % Inhibierung von State 4+5tate 3 und
Inhibierung von DNPuEntkoppiung) inkubierten Mitochondrien gezeigt,
Die Tatsache, daf sich die kleineren Proteine aus dem Gel
auswaschen lassen, kann eventuell zu deren Isolierung dienen.
14C—NSPM-—bin&enden Proteine in ox.Phos,

_ b.Identifiéierung der’
Um die State 4+State 3 vermittelnden, sowie DNP entkoppelrnden Protel

feststellen zu kdnnen, markierte ich die Mitochondrien mit unter-
schiedlichen Mengen an |2C-NSPM: 70,7 - 14,14 - 9,43 - 4,7 = 1,9
und 6,9 nMol/mg Protein (95 % Inhibierung von State 4¥State 3,
Inhibierung von DNP-Entkopplung) und verglich die so erhaltenen
Radiocaktivititsverteilungen (Fig.17 und 18)}.

Mit 70 nMol/mg Protein lassen sich alle Mitochondrien Proteine
mehr oder weniger stark markieren {einfarbbare Proteine) .

Mit 9,4 nMol/mg Protein lassen sich Hansteins Entkoppler- -
bindendes~Protein, Xlingenbergs ADP/ATP-Carrier, ein 7500 MG-Proteir
und kleinere Verbindungen markieren, widhrend mit 6,9 nMol/mg Proteir
Klingenbergs ADP/ATP-Carrier nicht mehr angegriffen wird.

Mit 4,9 nMol/mg Protein werden das Entkoppler-bindende-Protein
und das 7500 MG-Protein im Verhidltnis von 1:3,4 angegriffen (bel
6,9 nMol/mg Protein im Verhdltnis von 1:2,3),5ei noch kleineren
Konzentrationen verschiebt sich das Verhdltnis weiter auf die Seite
des 7500 MG~Proteins. 4,9 nMol/mg Protein entspricht 50 % Inhibierur
von State 435tate 3, aber nur ca. 30 % Inhibierung der DNP-Entkopp-

lung. Diese Ergebnisse machen deutlich, daBf nur die Reaktion des
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7500 MG-Proteines mit NSPM fir den Inhibierungseffekt auf State 4 >
State 3 verantwortlich ist.(Die Werte beziehen sich auf Koppl.st.I).
Die Radioaktivitdt der mit 6,9 nMol/mg Protein 14C~NSPM-
inkubierten Mitochondrien 13Bt sich bis zu 82 % aus der incubierten
Mitochondrien-Suspension auswaschen, Diesen Athanol-Extrakt unter-

suchte ich anschliefiend weiter.

3.duroh '*c-peep markiert

15 nMol DCCD/mg Protein inhibieren State 4?State 3, wenn die
Mitochondrien—-Suspension 10 Minuten dieser Menge an DCCD ausgesetzt
wird[ﬂ . Dieser Wert ist mit meinen Ergebnissen mit MNT, NTU und
vor allem NSPM gut zu vergleichen. Da DCCD sehr rasch zum Dicydlo—
hexylharnstoff hydratisiert wird, kann man annehmen, daB nur ein
Teil dieser Menge (mdglicherweise weniger als die Hdlfte) unver-
dndert zum aktiven Zentrum gelangt. K
Ich fiihrte die Inkubation mit 7,7 nMol/mg Prbtein ~ analog
14C—NSPM—-Incubation - durch (etwa B8O % Inhibierung von State 4 -
State 3).

Der Hauptpeak im SDS~Polyacrylamid-Gel nach Elektrophorese
erscheint bei MG 10400 (Fig,19). '

Da mit 14
im SDS-Polyacrylamid-Gel als mit

der

C-DCCD eine ginzlich andere Radioaktivitédtsverteilung
14C—NSPM erzielt wird, ist mit
Sicherheit eine Reaktion als Thiolreagenz auszuschliefen (Fig.19 a)

Die Radioaktivitit ist fast vollstiindig mit Athanol (97-98 %)

aus der 14

C-DCCD markierten Mitochondrien-Suspension auszuwaschen.
Den Athanol-Extrakt untersuchte ich anschlieBend - parallel zu

den 358—NTU— und 14C—NSPM-Kthanol-—Extrakten - weiter.
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D,Isolierung der radioaktiv markierten Verbindungen

Die radioaktiv markierten Proteine der Athanol-Extrakte muBten
vor allem aus einer Mischung von Proteinen mit Phospholipiden
isoliert werden. | .

Fiir die Phospholipid-Abtrennung von Proteolipiden (Protein-Lipid
Komplex = l&slich in organischem Lsungsmittel aber unl&slich in
Wasser) gab es bisher keine zufriedenstellende Trennmethode.

Beechey BG]isolierte das mit 14C—DCCD markierte Protein zusammen
mit Cardiolipin (und m&glicherweise anderen Lipiden) aus einem MeOH/
CHClB-Extrakt aus Mitochondrien-Suspensionen, die durch Inkubation

2 nMol 14C-—DCCD/mg Protein enthielten, mittels diskontinuierlicher
sephadex-LH, ~S54ulenfraktionierung - Laufmittel CHC1,~CHCl,/MeOH [80]-
Zuvor hatte er den CHC13/MeOH~Extrakt mit Wasser gewaschen, eingeeng
mit Ather gefdllt und anschliefend wieder in CHC13/MeOH geldst. In
anderen Laboratorien wurde die gleiche Methode benutzt.

Aufgrund der L&slichkeit der‘Lipidéhund Phospholipide in Alkohol
Ather und Chloroform, entschloBf ich miéh dazu die Athanol (HZO)—
Extrakte nacheinander gut mit Ather und CHClB/MeOH (2:1) zu waschen.
Die Phospholipide sollten grdBtenteils in Ather iibergehen. Nach der
Ather und CHClB/MeOH—Behandlung des‘ithanol_(Hzo)—Extraktes erwartet
ich vollends von Lipiden befreite Proteine. Diese Proteine miiften
anschlieBend in Wasser zu lOsen sein. Durch diese Art der Behandlung
sollte auch der qgrdfte Teil der nicht Protein-gebundenen Radioaktivi
tdt entfernbar sein. :

Ich erhielt tatsdchlich fast lipidfreie wasserl&sliche Extrakte,

welche ich anschliefend mit Sephadex-LH trennen konnte.

20
Das liberraschenste Ergebnis dieser Extraktionen ist wohl dile

14

Tatsache, daB auch das von Beechey C-DCCD markierte Protein nach

dieser Behandlung nicht mehr zu finden ist - die Radioaktivitit
findet sich ausschlieflich in der CHCl. extrahierbaren Fraktion der

3
CHC13/MeOH—Sephadex—S&ulentrennung und ist nicht Protein-gebundenl!
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Schema 1:Behandlung des 14C—NSPM-—Kthanol-#Extraktes

20 ml Mitochondrien-Suspension in 0,25 M Saccharose, 20 mM Tris-HCI,
oH 7,3 (72,6 mg/ml) 20 Std. bei 5°C mit 6,9 nMol/mg Prot. | C-NSPM
inkubiert. SDS-Gelelektrophorese (Fig.18a): 3 Banden radioaktiv

_ 3 x100 ml Xthanol
Kthanol-Phase filtriert, einge- ‘~\\$\ ‘
engt, bei 30°0C i.V.evaporriert $ Pellet: SDS-Gelelektr, (Fig.18k

g roher Extrakt

2 14
ca. 4,5 nMol/mg G.M.P.

C-NSPM

¢3><50 ml Ather (H20~frei)

(8) Ather-Phase einge-— 0. E |
engt, bei 30°C i.V.iiia;/,,,//”“\\x\\\\EEiijfand bei 30°C i.V.evap.
1 std.

0,7 g roher Extrakt 1,2 g roher Extrakt
3%x9 ml C/M{2:1) 3 x30 ml C/M(2:1)
C/M=-Phase ein- xxxgﬁckstand getr, C/M-Phase eing: Rilckstand evap.
geengt, evaeﬁ/// evap. evap. #’
T .
0,39 g gelbe '|0,27 g roher Extr. 0,1 g roher E. 1,1 g roher E.
Schmiere,+2 ml +4 ml H O:trilbe = [+4 ml Hzo:trﬁbe +4 ml H,O:klar:
CHC1l, :gelbe klare |L&sung. Ldsung. Lésung.
Lésuig. 0,62 mMol/mg G.M.P.|H O-Phase:0,88 |1,24 nMol/mg
1,77 nMol/mg G.M.P. nﬁol/mg G.M.P. G.M.P.
@ - @ ® @

DC (Syst.: Ib,c-4,3-Isotopenkamera): Fig.ZOa,zob

8 in etwa gleich

starke radioa. in etwa analoge Extrakte 1 rad.Hauptflec
‘Flecke ' identisch mit
rad.Hauptfl. au
0,37 g roher Extrakt in '() und
8 ml H.O(triibe L&sung)
1,5 nM81/mg G.M.P. |
LHZO—SotO : LHZO—HZO
(Pig.21) LHZO_HZO (Fig.22c)
(Fig.22a,b)
i
8 in etwa gleich 1 rad.H.B.;1,1 nMol/mg 1 rad.H.B.;1,05 nMol/
starke radioakt. G.M,P.;instabil (Vergl. mg G.M.P.; instabil
Banden . Fig.22a,b) (Fig.20a) '
Aminosdureanalyse Aminosdureanalyse

(Tab.5) (Tab.5)
\\\\Niéentisch :

ca. 4 mg Protein mit insgesamt 2,15 nMcl/mg G.M.P, 14C'--NSPM,
Bilanz ergibt etwa 5 bis 6 NSPM-Mol,/Mol.Prot. (Aminosdureanalyse
ergibt etwa 3 bis 4 NSPM-Mol./Mol.Prot.), MG: 7500 (El}.

nMnl/ms G.M.P, = isoliarter Teil der cingesetyten Gesoawmdradioaldivitdét hezosen auf -‘iu!t_}ungprﬂf‘!iﬂMchjej
evap. = bel Jo=C i.V. fir 1 Sd. evaporriert '
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Die CHC13-Lﬁsung nach Ather und CHClB/MeOH-Behandlung des
Athanol-Extraktes () enthilt die verschiedenen Phospholipide (wie
Lecithin, Phosphatidylserin usw.), Coenzym Q (mit'NaBH4 reduzierbar),
wenig Protein, sowie 8 verschiedene radioaktive Verbindungen (nicht
Protein gebunden: Fig.20a,21).

Wegen der geringen gebundenen Radioaktivitdt pro Bande (0,2 bis
0,4 nMol/mg G.M.P.) - im Verhdlnis zu den anderen Extrakten -~ waren
diese Verbindungen (in der Gel-Elektrophorese mit gleicher Mobilitidt
wie Bromphenolblau) filir mich weniger von Interesse und ich unter-
suchte sie daher nicht weiter.

Die iibrigen Ldsungen enthalten je einen radioaktiven Protein-
Hauptpeak von gleicher Mobilit#t in der Elektrophorese (7500 MG)
und auf der Sephadex-Siule (Fig.20a,b;22a,c,d;18). Das Protein
spaltet langsam an der Luft ein nicht Protein-Fragment {(Amlnosdure-
analyse) ab (3 Tage stehen bei geschlossenem Kolben-1.Lauf,Fig.22a;
nach mehrmaligem Offnen des Kolbens an der Luft-6,Lauf,Fig.22b).
Mehrere Anzeichen deuten darauf hin, déé es sich um ein Glykoprotein
handelt (Schwarz-Farbung nach dem Erhitzen mit 2 N H2804, schwarzer
Niederschlag nach der Totalhydrolyse des Proteines), zur Bestdtigung
sind jedoch genauere Untersuchungen notwendig - im Rahmen dieser
Arbeit war dies nicht mdglich.

Der Beweis fiir die Reaktion von NSPM mit Cystein4SH—Gruppen im
Protein ergibt sich aus dem Vergleich mit Glutathion-NSPM-,sowie
Cystein-NSPM-Totalhydrolysaten: '

?\ PS5 g : :
PSH + @N-—@_—SOZNHCQH.IB - N~ )50 NHC,H
0  NSPM NSPM-Thiol-Addukt
' Hydrolyse '

[HOOCCH(NHZ)CH?:J—s-CH(COOH) CH(COOH) + HZN—@SO3H + H,NCgHqg

S-(1,2-Dicarboxydthyl) -L-Cystein = Sulfanilsdure WNonylamin.

Im Totalhydrolysat ist neben dem S-(1,2-Dicarboxydthyl)-L-Cystei
auch Sulfanils#ure nachzuweisen; Cystein fehlt ganz. Auf die Anzahl
der Cysteine im Protein l&Bt sich durch Vergleich mit dem Glutathion
NSPM~Totalhydrolysat schliefen, es érgibt sich ein Wert von 3 bis 4
Cysteinen pro Molekil Protein (spektroskopischer Vergleich im AS-—
Analysator).
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Die aus den beiden Hzo—Lasungen (nach Isolierung aus @ und (3,

sowie @))‘erhaltenen beiden 14C--NSPM—markierten Proteine sind auch
in der Aminos#urezusammensetzung ildentisch. '

Das ebenfalls in der Aminosiurezusammensetzung ldentische Spalt-
produkt wird zur Aufstellung der Gesamt-Bilanz von isoliertem

14C-NSP_M—bindendem Protein (MG: 7500) ben®tigt. Durch Proteinbestim-

mung und Summierung iiber die einzelnen erhaltenen Fraktionen ldBt
sich zeigen, daB etwa 4 mg Protein (Lowry) aus 1450 mg Gesamt-
Mitochondrien-Protein (Biuret) ungefiéhr 30 % der zur Mitochondrien-

Suspension zugegebenen 14C—NSPM—Menge gebunden enthalten.

Tab.5: Aminosdureanalysen

B.H.ATPase -Unterein-— 1dC—NSPM~b1ndendes
Aminosdure  Inhibitor hélt 9 . - Protein '
[13] [85]

iz .
Asp 8 3 ¥+ 5 *
Thr - 3 <1 3 B
Ser 6 4 d 3 -
Glu 20 2 A ¥ 5 -
Pro - 2 A 3 e
Gly 6 9 z 6 :
Ala 11 9 2,3 7
val 2 5 4l 3 "
Met - 2 . A 7
Ile 4 7 o 2 '
Leu 5 10 .3 4
Tyr 1 1 A
Phe 2 5 o+ 2
Lys. 11 2 1 3
His 6 0 - AT
Arqg - "9 1 G+ 2
Cys - - 3bis4™
Summe 91 65 54 bis 55
Mindest MG " 10500 8900 5640
®5-(1,2~Dicarboxydthyl) ~L—-Cystein

thiindest MG = Summe der Aminosidure-MG (n) - Héo-(n~1h im Vergleich
mit MG 7500 aus der Elektrophorese.

4
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Z.BSSwNTU markiert

— — ot et S e b v w—

35

Schema 2: Behandlung des S—NTU—KthanolﬁExtrakteé

5 ml Mitochondrien-Suspension in 0,25 M Saccharose, 20 mM T¥&5—HC1,
pH 7,3 (64,8 mg/ml) .20 Std. bei 5°C mit 8,46 nMol/mg Prot, —“€-NSPM
inkubiert. SDS-Gelelektrophorese (Fig,13a): 1 Bande radiocaktiv “*gs47}

¥ 9,460 Mol fiurg Fr. £ 5095 Jualeihicriung St4—= 1.3 i
50 72 IuhibierunG DN - Fthe. 3 x 30 ml Athanol

Athanol-Phase eingeengt,evap. g\\\\h‘Pellet: Sbs—-Gelelektr. (Fig. 13b

+ 3 %20 ml Kther (H,O-frei)

(&) Ather-Phase eingeengt, - Riickstand evap.
evap. :

8,15 nMol/mg G.M.P. 0,3 nMol/mg G.M,P.|
€2X0,8 ml C/M(2:1) o ,Lz * 8 ml C/M(2:1)
C/M-Phase ‘\\Qﬁckstand evap., C/M-Phase -\\Rﬁckstand evap.,
in 2 ml H.0 im3 ml H,0
P 2 " 2
geldst , © geldst
Y ‘ N
0,2 nMol/mg |~ |7,95 nMol/mg 0,25 nMol/mg 0,05 nMol/mg
G.M.P. . IG.M.P. G.M.P. G.M.P.
'C) _ ‘GD - Q ' @

DC (Syst.: Ib,c-4,3-Isotopenkamera): Fig,23

Phospholipide 2 starke radio- wenig Phospho- 2 Protein-Flecke:

Coenzym Q aktive Flecke: lipid, sehr einer entspricht
ggnig Protein’ 358—NTU und wenig Protein 14c-NSpPM-binden-

S~-NTU usw. 5-NTU~Verb. : dem Protein
{(ein schwacher (Vergleich 20a,25

rad.Fleck unbek.

lLHZO—HZO(Fig.24)

|1 radioaktiver Peak (Fig.23) mit 3,5 nMol/mg G.M.P.

Die Wasserldsung @ des Ather-Extraktes nach CHC13/MeOH—Behandlun
enthidlt fast die gesamte eingesetzte Radioaktivitdt. Aus DC-Unter-

35S—NTU sowie Protein

suchungen ist zu ersehen, daB es sich um
assoziierte Radioaktivitdt im Verh&ltnis von etwa 1:1 handelt (heben
einem unbekannten klelneren Radioaktivitidtspeak). Trennung dieser

Verbindungen auf LHZO zeigt, daB nur die Protein assoziierte
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Radioaktivitdt mit H,0 eluierbar ist, wihrend 355 NTU am Kopf der
siule zuriickbleibt. Die eluierbare, markierte Verbindung erscheint
in enger Nachbarschaft zu anderen Proteinen und ist daher nicht.

sauber abzutrennen. Die Aminosiurezusammensetzung zeigt Glu, Gly.

.sowie Cysteinsdure im Verhiltnis von Glu:Gly - 1:1 und Cysteinsdure

gréBer 1. Die anderen Aminosduren zeigen nur ca. 1/5 Intensitdt

der vorausgenannten Aminosduren. Man findet somit durch das Trennver:
fahren (Schema 2) schwach Protein-verunreinigtes, radioaktives
Glutathion. |

Weitere Reinigung und zusitzliche analytische Untersuchungen

sollen diesen Befund weiter ergidnzen(im Anschluf an diese Arbeit).

14C—DCCD markiert

T e e —— — e

Wie schon angedeutet, 1l#Bt sich das von Beechay isolierte DCCD~- -

bindende Protein durch diese Art der Mitochondrien-Behandlung (Schém

" nicht mehr finden. Die Radioaktivitit findet sich'fast ausschlieBplic

im CHClB—Eluat der LHZO-Séulentrennung”(Soto) der C/M-Ldsung aus dem
Ether-Extrakt. Zu finden sind hier im wesentlichen 2 radicaktive
nicht-Protein-Verbindungen (DC, Fig. 25,26): Bei der einen Verbindun
handelt es sich um den verunreinigten Dicyclohexylharnstoff (El.vol.
64 bis 76: 47 % der eluierbaren Radioaktivitdt; NMR: NH bei 3,35 -
CH,
te Additionsprodukt von DCCD mit wahrscheinlich Cholin (El.vol. 40
bis 52: 51 % der el.Rad.; NMR: -N(CH,), bei 3,5 - CH, bei 1,27/1,29
ppm zugehdrig zu Cyclohexyl, Intensitdtsverhdltnis ca. 1,1/2,4).

bei 1,27/1,29 ppm), bei der anderen Verbindung um das verunreini

Fiir das letztere Produkt sind nach weiterer Reinigung zusdtzlict

Untersuchungen notwendig.
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Schema 3: Behandlung des 14 «_pccp-Athanol-Extraktes

5 ml Mitochondrien-Suspension in 0,25 M Saccgarose, 20mM T
pH 7,3 (64,8 mg/ml) 20 Std. bei 5°C mit 7,71 nMol/mg Prot.
inkubiert. SDS-Gelelektrophorese (Fig.19b).

fis

-HC1,
-DCCD

¥ 331 nMolfug B £ 8O Dahih. SEH 5.3

4Kthanol—Phase eingeengt,evap.

(8} Ather—~Phase eingeengt,

*3><3O ml Athanol
g\\\‘*Pellet: sps-Gelelektr. (Fig.19¢

#3 % 20 ml Ather (Hzo-frei)

\\\\\3\323kstand evap.

evap.
7,33 nMol/mg G.M.P. 0,38 nMol/mg G.M.P.
ézﬁCO,B ml C/M(2:1) ;2 x8 ml C/M{(2:1)
C/M—-Phase \\Rﬁckstand evap. , C/M-Phase ‘\\Qﬁckstand evap.
in 1,1 ml HZO ’ in 3 ml H20
gelést geldst
N A
6,8 nMol/mg 0,53 nMol/mg 0,31 nMol/mg| - 0,07 nMol/mg
G.M.P. - G.M,P. G.M,P, 1G.M.P.
o) | ‘CD Q @
DC (Syst.:

1 radicaktiver
Fleck {(Mobili-

nicht untexr-
sucht

‘wenig Phospho-
lipid, sehr

Ib,c—4€3—Isotopenkamera): Fig.25,26

2 Protein-Fleck

. tdt entspr.
DCCD

LLHZO—SDto
2 rad.H.P, mit

3,5 und 3,2 nMol/.
mg G.M.P. (sowie
ein kleinerer Peak
mit ca. 0,1 nMol/mg)

NMR

?iner entsprich
C~-NSPM~binden
dem Protein

wenig Protein

{(Vergleich
LHZO—Soto 20a,23)
5 wverschied.
rad.Produkte

von 0,05 bis
0,07 nMol/mg G.M.P.
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E.Mitochondriale Thiol-Gruppenbestimmung mit 14C—NSPM

Schema 4: Bestimmungssequenz

30 bis 40 ul Mitochondrien-Suspension (ca. 3 mg Protein, je nach
Susp.) in 0,25 M Saccharose, 20 mM Tris-HCL, pH 7,3 plus 1 ml
Reaktionsmedium {a bis f) '

1 Minute schiitteln
(bel e:30,60,90 Sekunden nach ADP)

+ 14C—NSPM, 10 mM

90 Sekunden schﬁttéln
(bei f:5 Minuten)

+ 100 fl Cystein-HCl, 0,1 M

5 Minuten schiitteln

+ 200 ul Trichlofeséigs&ure, 50 % (w/v)
ﬂ .

5 Minuten schiitteln
5 Minuten zentrifugieren

Uberstand,ﬂ/////’\\\&\“*fellet

+ Uberstand - mit 2x200 ﬂl Trichloressigsdur:
waschen, :

4+ 10 ml Insta-Gel :

: + 400 ﬂl Ameisensdure, conc.

zédhlen :

_ ' ¢5 Minuten schiitteln
4+ 10 ml Insta-Gel
&zahlen
Reaktionsmedien:

a) 1 ml 0,25 M Saccharose enthaltend 20 mM KCL, 5 mM MgCl,, 20 mi
Tris-HCl, pH 7,4. _ : '

b) 1 ml 0,25 M Saccharose enthaltend 2,5 mM Glutamat, 2,5 mM D,L-
Malat, 5 mM Malonat, 20 mM KCl, 5 mM Mgclz, 20 mM Tris-HCl, pH 7,

c) entsprechend b) zusdtzlich 10 mM Phosphat.

"d) entsprechend b) zusdtzlich 2,5 mM ADP.

e) entsprechend c} 2us§tzlich 2,5 mM ADP.

£) T ml 0,25 M Saccharose enthaltend 20 mM Tris-HCl, pH 7,4.
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Die Mitochondrien wurden im Reaktionsmedium mit 100 nMol/mg Prot,
C-NSPM 90 Sekunden lang reagieren lassen. Der UberschuB an 14C—NSPM
1 NSPM markierte

14

wurde anschlieBend mit Cystein abgefangen und das
Protein mit 50 %igér (w/v) Trichloressigsiure niedergeschlagen. Der
{lberstand sowie das gefdllte Protein (nach lisen in conc.Ameisen-—-
sidure) wurden auf ihre Radiocaktivitdtsverteilung getestet. Es wurden
3 analoge Meésungen mit jedem Reaktilonsmedium durchgefilhrt. Die
Messungen wurden mit 2 verschiedenen Mitochondrien-Prdparationen
analog wiederholt (Tab.6).

Tab.6: Markierter Thiol~Gehalt unter verschiedenen physiol.Reaktions-

bedingungen
Reaktions-— enthaltend —SH—Dufchschnittswerte Reaktions-
medium nMol/mg Prot.im Pellet zeit/Min,
a - 92,5 1,5
b Gl : 90 1,5
- Gl,Pi(St.4) 85,5 1,5
a Gl ,ADP 85,5 1,5
e G1,P, ,ADP (St.3) o 84,5 1,5

Aus den Messungen (Tab.6) ist zu entnehmen, daB eine erreichbare
Thiol-Gruppen-Abnahme in den Mitochondrien von 2 bis 3 nMol/mg Prote:
durch Glutamat-Zugabe érreicht wird (a,b), dies steht im Einklang mii
dem Thiol-gebundenen‘Glutamat—Trahsport durch die Mitochondrien-
Membran [44,60]. _

Die weitere Abnahme der erreichbaren Thiol-Gruppen-Konzentration
von etwa 4 nMol/mg Protein durch Pi oder ADP (b,c-b,d) ist zu er-
kliren, mit dem Thiol-gebundenen ADP-Transport [54].

Keine Variation von Thiol-Gruppen ist zu finden zwischen State 4
und State 3-Bedingungen. Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu eilner
gefundeneﬁ Variation von 13 Thiol-Gruppen/mg Protein zwischen State
und State 3’[731. Diese Differenz ist in Relation zu 40 bis 50 nMol
erreichbaren Thiol-Gruppen/mg Protein zu betrachten und wird schon

dadurch recht unwahrscheinlich.
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Die Titration des Thiol-Gehaltes von Rinderherz-Mitochondrien
mit '2C-NSPM ist im Prinzip mdglich, wenn auch nur indirekt nach
meiner benutzten Methode.

14C—NSPM reagiért sehr schnell mit Thiol-Gruppen der Mitochon-
drien-Suspension. Das Thiolreagenz ist jedoch so lipophil, daf es
auch im UberschuB an Cystein gebunden (nach Abfangreaktion) mit den
Proteinen zusammen durch Trichloressigséure ausfdllt. Da auch nicht-
Protein-Thiol-Gruppen (Glutathion u.a.) mit.14C—NSPM reagieren, sind
nicht alle erreichbaren Thiol-Gruppen nach Reaktion im Pellet zu
finden. _

Der 14C--NSPM-—Gehalt im Uberstand steigt sprunghaft an, nachdem
alle erreichbaren Protein-Thiol-Gruppen reagiert haben, wodurch sich
zwel charakteristische 14C—NSPM—Verteilungen zwischen Pellet und
ttberstand - vor und nach Reaktion der Thiol-Gruppen - einstellen.

Es wird dadurch mdglich recht genaue Angaben iliber den erreichbaren

Gesamt-Thiol-Gehalt zu bekommen (Fig.27):

Pellet 97 bis 98 nMol/mg Protein
Uberstand 6 bis 7 nMol/mg Protein

Gesamt 103 bis 105 nMol/mg Protein

Die Einstellzeit der Verteilung betrug 5 Minuten,

Chude und Boyer [1§]fanden mit p-Mercuribenzoat einen Protein-
gebundenen Thiol-Gehalt von ca.70 nMol/mg Protein nach 6 M Guanidin-
Hydrochlorid-Behandlung. '

Gautheron [36] fand mit DTNB (5,5 -Dithio(2-nitrobenzoesiure))
einen Thiol-Gehalt vén c¢a.100 nMol/mg Protein ebenfalls unter 6 M
Guanidin-Hydrochlorid-Behandlung.
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F,Zusammenfassung der Ergebnisse

J.mit DCCD

1966 wurde DCCD zum ersten Mal als Inhibitor der oxydativen
Phosphorylieruny beschrieben [9]. Auf die DNP-Entkopplung hat DCCD
keinen Einfluf. 40 nMol/mg Mitochondrien-Protein (15 nMol nach 10
Minuten Inkubation) sind notwendig zur vollstdndigen Inhibierung von
State 4 — State 3-Ubergang. Die Wirkung ist 4hnlich der von Oligomy-
cin [72]. | |

Nach tibernacht-Behandlung von Mitochondrien mit 2 nMol DCCD/mg
Protein (100 % Inhibierung St.4+St.3) wird der CFO-F1—Komplex isolie:
dessen Phospholipid stimulierte ATPase-Aktivit&dt gegeniliber der CFO-F,
Isolierung unbehandelter Mitochondrien zu 70 bis 80 % inhibiert ist.
Wenn der CFO-F1—Komplex erst nach Isolierung mit DCCD behandelt wird
gibt es eine Phospholipid stimulierte ATPase [7ﬂ .

DCCD ist kombiniert mit einer Protgdlipid—Fraktion [55], welche
durch CHCl,/MeOH zu 75 $ aus der Mitochondrien-Membran isoliert
werden kann [15]. Die Reinigung des Proteolipids aus dem CHC13/MeOH—

Extrakt erfolgte nach waschen des Extraktes mit Wasser, fdllen mit

Zther und anschliefender Wiederaufl&sung in CHC13/Me0H, auf Sephadek-
LH,, nach der Soto-Methode [80] . Das Proteolipid wird im CHC1,/MeOH-
Eluat gefunden, Als bindendes Phospholipid wurde Cardiolipin festge-
stellt. Die DCCD-~Bindung wurde dem Proteolipid-Protein zugeschrieben
welches ein MG wvon 10000 nach Gel-Elektrophorese besitzt [16].

Die O0S-ATPase wird nach Stekhoven et al [82] durch 5 bis 6 nMol
DCCD/mg Protein, der 3 bis 4fachen Menge von Beechey et al [jo],
inhibiert, Ein 13000° bis 14000 MG-Protein kann daraus als bindendes
Protein nach der Beechey-Methode isoliert werden (nicht identisch
mit OSCP, MG: 17000 his 18000).

Untersuchungen an E.Coli, Neurospora Crassa, Hefe-Mitochondrien
ergaben andere Ergebniscze.

Die gemischten Phospholipide, Phosphatidylcholin und Phosphati-
dylserin, stellen die mit DCCD inhibierte ATPase-Aktivitat submito-
chondrialer Partikel (Rattenleber) wieder her. Vorbehandlung dieser
Phospholipide mit DCCD ergeben eine Prdparation, welche in der Lage
ist, den Inhibitor zu submitochondrialen Partikeln zu transportieren
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Phosphatidylcholin allein war voll effektiv, widhrend Phosphatidyl-
serin dagégen inaktiv war (reversible - irreversible Bindung von
DCCD) . Phosphatidylserin hat eine ungewdhnlich hohe Aktivitdt in der
ATPase-Restaurierung submitochondrialer Partikel nach DCCD-~Behand-
lung [49].

Durch 32? -Einbau in Phosphatidylsdure und folgender Blldung der
verschledenen Phospholipide, Phosphatidylserin, Phosphatldylathanol—
amin und vor allem Phosphatldylcholln, 1iAt sich zeigen, daB die
Phospholipid-Biosynthese sich auch im Herz abspielt [52].

14

Die eigenen Ergebnisse mit C-DCCD zeigen, daB die Phospholipid:

'14C—Aktivitét von den Mitochondrien—-Proteinen durct

und mit ihnen die
spezielle Behandlung ganz abtrennbar sind - im Gegensatz zu den
Ergebnissen von Beechey et al.D5,16,5§]. Gefunden wurden die Reak-~
tionsprodukte jedoch ebenfalls zusammen mit einem 10000 MG~Protein
(nach Elektrophorese 14
224) .,

Als Reaktionspartner von DCCD in den Mltochondrlen ‘kommen primdr

Cc-DCCD inkubierter Mitochondrien: Fig.19b,c;

- die Phospholipide in Frage [14]. Dies wiederum wird unterstiitzt,

durch die gefundenen Reaktionsprodukte wvon DCCD (zur Chemie von DCCD
siehe [56])- 47 % Dicyclohexylharnstoff und 51 % DCCD-Cholin von
7,7 nMol DCCD/mg Mitochondrien-Protein {(dazu 5. 56). '

Als Konsequenz der beschrlebenen Ergebnisse kann die folgende
These formuliert werden:

Durch Angriff von DCCD auf die Phospholipide wird im ATP-Synthes
yentrum die ATP-Bildung verhindert {(dazu mehr bei der NSPM-Diskussio

Das Sulfensiurereagenz NTU (MNT) inhibiert die oxydative Phos-
phorylierung sowie die DNP-Entkopplung der Substratseite I bis II,
stimuliert die Substratseite II zu 70 % und entkoppelt Substratseite
TII. Die Stimulierung wird durch Oligomycin verhindert. Konzentra-
tionen von 30 nMol/mg Protein nach 10 Minuten Inkubation sind notwen
dig fiir 100 %ige Wirkung- 8,5 nMol/mg Protein ergeben eine 50 %$ige
Wirkung (S.24).

Die Wirkung erfolgt zwischen dem NADIH- Dehydrogenase—Komplex (K .
dem Cytochrom b—c1-Komplex (K III} und dem ATP-Synthase-Komplex
(K V} - und zwar ndher dem letzteren.
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MNT ist in der Lage Cystin in streng saurem Medium zu spalten[?B]

H

g NH, A,

Cys—-5-5-Cys :+ 8=C i CYy5—5-5~C + Cys—-S5-H
+ ‘ “NH, W,

Auch mit einem Protein-Disulfid unter oxydierenden Bedingungen
ist der Thioharnstoff in der Lage dhnlich zu reagieren. Hier folgt
der Spaltung jedoch eine Desulfurierung zum Harnstoff [59]:

L NH, (Jod) Protein H,0 Protein .
Protein I + 5=C —— SH 5 4NH-—~*9-SH $ + - Harnstoff
~ “NH, 5-C SH .
NH

2 Thiosulfensdure
Mit Thiouracil ist die gleiche'Reaktionsfolge zu erwarten.

Die beschriebene Inhibierung kann erklirt werden durch die
Reaktion eines solchen aktivierten Protein-Disulfides mit den Sulfen-
sdurereagentien. Dieses aktivierte Disulfid (zur 2ktivierung mehr
bei der NSPM-Zusammenfassung) muB die mechanistische Beschreibung'
des hypothetischen Hoch-Energie-Intermediates sein (X~Y)[7]. Das
hier keine Thiol-Gruppe zu einer Maleinimid-Reaktion befreit wird,

4
1‘C—NSPM. Dies ist jedoch kein Argument

zeigen die Messungen mit
gegen den beschriebenen Mechanismus, wenn er ergdnzt wird — dies
erfolgt bei der NSPM-Zusammenfassung.

Das die Reaktion stattgefunden hat, zeigen die DC-Untersuchungen
der Rohextrakte der 355

durch Sephadex LH

-NTU behandelten Mitochondrien, sowie des

20 abgetrennten verunreinigten Reaktionsproduktes:
Die Radioaktivitit verteilt sich 1:1 auf dieses Reaktionsprodukt
335-NTU (5.54).

Beim isolierteén, verunreinigten Reaktionsprodukt'handelt es sich
355~NTU
(nach Totalhydrolyse gespalten,S.56). Zhnlich wie die DCCD-Reaktions
produkte findet man dieses NTU-Reaktionsprodukt bei MG 10000 (El.,S.

Dieses 10000 MG-Protein spielt wahrscheinlich eine zentrale Rolle

und

wahrscheinlich um das gemischte Disulfid des Glutathions mit

bei der ATP-Synthese. Folgende Reaktionen sind denkbar (analog [59])

S &~ (10000 MG) . H
Glutathion—-S-S5-Protein Glutathion-S«5-Protein
& . T J . .
+ SgThloura01l #S-Thloura01l

: HZO 2
(_—u———$-Glutathion~S~S-H + Uracil).
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3.mit NSPM

- Das Thiol-Reagenz NSPM inhibiert State 4 —>State 3-Ubergang,
sowie die DNP-Entkopplung der Substratseite I mit 12 bis 16 nMol/mg
Protein. Eine 5 Minuten Inkubation der Mitochondrien-Suspension mit
7 bls 8 nMol/mg Protein ergibt den gleichen Effekt. Die Substratseite
II wird durch 20 bis 26 nMol NSPM/mg Protein entkoppelt. Die Entkopp-
lung wird durch Oligomycin (0,6 nMol/mg Protein, analoge Konc.bei NTI
nicht verhindert. Mit 28 nMol NSPM/mg Proteiln wird auch die Substrat-
seite III entkoppelt.

Die Wirkung erfolgt zwischen den Atmungsketten-Komplexen und
Komplex V und zwar in der Ndhe der zuerst genannten.

Isoliert werden konnte ein 14C—NSPM—bindendes Protein vom MG
7500 (nach SDS-Gelelektrophorese). Das Mindest-MG 5640 ergibt sich
aus der Aminosdureanalyse. Das Molekiil enthdlt 3 bis 4 Cystein-~Reste
und ist ein schwach saures, l8sliches Protein. Anzeichen deuten
dafauf, daB es sich um ein Glycoprotein handelt,

Es handelt sich um ein bisher in der Literatur nicht beschrieben
farbloses Protein. Das Protein, das mit NSPM reagiert hat, besitzt
ein UV-Maximum von 263 nm. ' _

-== Der Pi—Transport wird durch diese kleinen NSPM-Konzentrationen
nicht beeinfluBt, denn die PiﬂTranslocase, MG 26500 [39], wird unter:
halb 7 nMol/mg Protein nicht angegriffen.---

sanadi et al [74] isolierten einen Faktor B, MG 29200, lokalisie
zwischen Elektronentransport-System und Komplex V. Ein wasserldslich
farbloses Protein, welches aktive Thiol-Gruppen enthédlt und Energie-
gebundene Funktioﬂen von Submitochondrialen Partikeln stimuliert.

Mehrere dieser Faktoren wurden bisher beschrieben (MG 43500,
47000). Die neueste isolierung eines solchen Faktors beschreibt
You, K.S. und Hatefi, Y.[ﬁB]. Es handelt sich um ein farbloses
11000 bis 12000 MG-Protein (UV-Max. 278 nm) mit 6facher Faktor B-
Aktivitdt fiir ATP-getriebenen reversiblen Elektronen-Transfer. Diese
Faktor enthilt ebenfalls aktive Thiol-Gruppen. Der Faktor ist funkwl
tionell lokalisiert zwischen Elektronen-Transport und mitochondriale
Entkoppler~Bindungsseite.

Das neue 7500 MG-Protein kann in die Reihe der B~Faktoren einge-

ordnet werden, wenn man die Eigenschaften vergleicht,
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Das keiner der beschriebenen B-Faktoren durch 14C~NSPM (bei
kleinen Konzentrationen) markiert wird, zeigt, daB nur dieses neue
7500 MG-Protein fiir die Inhibierung der Kopplungsstelle I (S. 42, 46)
durch das Maleinimid verantwortlich ist. Das Protein vermittelt
zwischen Atmungskette und Energie-~Pool.

Die Entkopplung der Kopplungsstelle II durch NSPM bedl hoheren
Ronzentrationen als fiir XKopplungsstelle I (S. 27, 29) ist nicht ein-
deutig zu erkldren. Bei den angewandten Konzentrationen von NSPM
(ca.7 nMol/mg Protein) werden das NPA-(DNP- ?)bindende Protein, sowie
das 7500 MG-Protein gleichermaBen angegriffen (8. 42).

Das NPA-bindende Protein hat mdglicherweise Faktor B~Eigenschafte
(sanadis Faktor B ?) und vermittelt zwischen Kopplungsstelle II und

Energie-Pool (?).

Zusammenfassung von 1 bis 3:

a)DCCD greift die Phospholipide an, wodurch die ATP-Synthese
verhindert wird. DCCD-Cholin wurde als eines der mdglichen Reaktilons-
produkte identifiziert (Eingriff von DCCD in die Basenaustauschreak-
tionen der Phospholipide?}.

b)NTU greift ein aktiviertes Protein-Glutathion-Disulfid an,
welches das bisher hypothetisch angenommene Hoch-Energie-Intermediat
(X~Y¥) sein kdnnte. Ein 10000 MG-Protein (Beechey-Protein?) kdnnte
das an Glutathion gebundene Protein sein. Der Glutathiop-Schwefel
muf positiviert sein (Reaktion mit NTU).

c)NSPM greift die zwischen Hoch—Energie~Intermed1at {(X¥~¥) und

" Atmungskette vermittelnden B-Faktoren an.

Die Titration der erreichbaren Thlol—Gruppen von Mltochondrlen—
Suspensionen zeigen keine Differenz zwischen State 4 und State 3-

Bedingungen.

Um die Aktivierung des beschriebenen Disulfides zu erkldren,
sollen zunichst einige bekannte Reaktionen aufgezeigt werden:
I. Prim#re Phosphate gehen beim Glihen unter Abspaltung von Wasser
iiber die Stufe der Diphosphate und Polyphosphate in Metaphosphate
iiber (Polymerisation):

-HZO -'HEO
2 KH2PO4 ——-———n—Kzl-IszO.? —_— 2 KPO‘.3

Analog verhalten sich die Ammoniumderivate solcher Phosphate:



- 67 -

297 3 507

NaNH4HP04-—-—-a-NaP03 + I\IH3 + HZO'

2 MgNH,PO, —sMg PO, + 2 NHy + H

II. Festes Ammoniumsulfid-(NH4)25 wird beim Vermischen von 2 Mol
Ammoniak und 1 Mol Schwefelwasserstoff bei —18 C unter Ausschluf von
Wasser als weiBe Kristallmasse erhalten:

2 NHy + H,5 —o=(NH,) S ‘
Es zerfdllt bereits bei Zimmertemperatur in Ammoniak und Ammonium-
hydrogensulfid, welches seinerseits leicht in Ammoniak.ﬁnd Schwefel-
wasserstoff dissoziiert: |

(NH ) S———b—NH HS ——e=H, 5.

-NH 4 -NH 2

3 3 o
IITI. Quaterndre Ammoniumsalze wie z.B. R4N+J" ergeben bei Behandlung
mit feuchtem Silberoxyd ('AgOH') basische L&sungen, die in ihrer

Basenstidrke mit anorganischen Alkalien zu vergleichen sind.

Die Phospholipide Phosphatidylidthanolamin und Phosphaﬁidylcholin
(Phosphatidylserin) entsprechen den Stickstoffbasen.

Man kann annehmen, dap diese Phospholipide im ATP-Synthese-
Zentrum als_Ammoniumphosphate vorliegen und fiir die Aktivierung des
Protein-Glutathion-Disulfides verantwortlich sind:

-Phosphatidylserln , ' ;PhosphatidylSerin
{d+) ! )
~Glutathion “&hs-protein ‘-Glutathion-S-S-Protein
f@ : o @ (Cardiolipi
je N—/\/\/\/ B—-Faktor : KHPO4H3N—
Kﬁpo [CH )@NJ o, +1= [(CH )@NJ
aps® ¥® = - AP
(cardiolipin)

Bei diesem vorgeschlagenen Reaktionsmechanismus handelt es sich
um einen synchron-Mechanismus: Das Sulfenylphdsphat, sowie das
Aammoniumsulfid werden nicht frei (es ist also keine ~-SH-Differenz
zwischen State 4 und State 3 zu erwarten).

Das Glutathion ist mdglicherweise verestert mit Phosphatldylserl

Die B-Faktoren spielen wahrscheinlich den Vermittler zwischen

" Atmungskette und ATP~Synthese—Zentrum'durch Abziehen von Wasser aus

letzterem (—-Thiolacton?).
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I1X.EXPERIMENTELLER TEIL

A,Allgemeine Methoden und Hilfsmittel -
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Intakte Rinderherz—Mitochondrién wurden isoliert nach der
Methode von Smith [21], modifiziert durch den Gebrauch von
Subtilisin (Methode Labor Prof.Klingenberg): ,

Ein Rinderherz wurde, 1 bis 2 Stunden nach dem Tode des Tieres,
vom Schlachthof geholt und sofort in Eis gelegt (zur Kihlung auf
dem Transport in das Labor). '

~ Alle weiteren Arbeiten wurden bei 4 bis 6% ausgefihrt. -

Fett und Sehnen wurden sehr sorgfdltig vom Herz entfernt und
das Muskelgewebe dann in 1 bis 2 cm Wirfel geschnitten. Durch
waschen mit 2 1 0,25 M Saccharose  (fiir biochemische und mikrobiol.
Zwecke, Merck), 2 mM an EGTA-Tris, pH 7,3 (Med.l1) wurde .der griBte
Teil des Blutes entfernt (ausgedriickt). AnschlieBend wurden die
Wirfel zweimal durch den Fleischwolf gedriickt, einmal grob (5 mm
Locher) und einmal fein (2 mm Lécher).

400 g Gehacktes, 200 mg Subtilisin (36,3 AE/g Novo, Mainz),
sowie 800 ml 0,25 M Saccharose, 20 mM an Tris-Base (Med.2) wurde
zusammengerithrt unter pH-Kontrolle. Sobald die Mischung bel pH-
Werten war, die den Mitochondrien schaden konnten (7 oder weniger),
wurde so schnell wie mdglich auf 7,3f0,1 nachgestellt mit Med.2.

Im Starmix (Elektrostar, Typ MXC) wurde nun in Stufe 1.— 5 Sekunden
in Stufe 2 - 15 Sek. und in Stufe 3 - 30 Sekunden unter Luftausschl
(GéféB mit Med.3 aufgefiillt) homogenisiert. Dieses Endhomogenat mit
1 M Tris-Base (pH 10,8, unneutralisiert) wieder auf pH 7,3 eingeste
mit 0,25 M Saccharose, 20 mM an Tris-HCl, pH 7,3 (Med.3) auf 2,1 1
aufgefiillt und 25 Minuten unter pH-Kontrolle langsam geriihrt.

pas Homogenat wurde 20 Minuten bei 440 g (Beckman, J 21 B, Kihl
zentrifuge, JA 10 Rotor, 2000 rpm) zentrifugiert. Der iiberstand
wurde vorsichtig dekantiert, so dafl das lose gepackte Pellet nicht
aufgewirbelt wurde, und durch eine 6~fache Lage Mulltuch gegossen.

Die Suspension auf 2,1 1 aufgefiillt mit Med.3 und nach verteilen



auf 6 Zentrifugenbecher von je 400 ml 20 Minuten bei 8880 g (Beckman,
Kihlzentrifuge, JA 10 Rotdr, 9000 rpm)s Das resultierende Pellet
bestand gewdhnlich aus 3 verschiedenen Schichten:

(I) eine leichte, lose gepackte, hellbraune Schicht (leichte Rinder-
herz-Mitochondrien), (II) eine dunkelbraune Schicht (schwere Rinder-
herz-Mitochondrien)  und eine rotbraune Schicht auf dem Boden des
Zentrifugenbechers (restliches Blut).

Den Uberstand mit dem Fett weggesaugt (Wasserstrahlpumpe) und
mit Zellstoff das am Becherrand und an den Wandungen sitzende Fett
vorsichtig weggewischt. Die erste Schicht besteht aus zerstdrten
Mitochondrien und wurde deshalb abgeschieden. Dies wurde erreicht
durch Zugabe von etwa 20 ml Med.3 und leichtes Schwenken der Becher,
wobel das leichte Pellet aufgewirbelt wurde und mit dem Medium
abgesaugt werden konnte. Die dunkelbraune Schicht wurde in 10 ml
Med.3 aufgenommen durch Aufwirbeln mit einem 15 ml Homogenisator-
stab. Die 3.Schicht wurde weggeworfen. Die vereinigten Suspensionen
wurden homogenisiert, mit Med.3 wieder auf 2,1 1 verdiinnt und
erneut bei 9000 U/min 20 Minuten zentrifugiert. Alle Zentrifugationer
vurden sehy schnell hintereinander durchgefiihrt, um die Proteinase
noglichst rasch zu entfernen. _

Das Pellet wurde in etwa 15 ml Med.3 aufgenommen und homcgeni—
silert; es resultierten 20 bis 25 ml Mitochondrien-Suspension,ﬁit
etwa 70 bis 90 mg Protein pro ml Suspension, Die Protein-Konzentra-
tion wurde gemessen durch die Biuret-Methode in Gegenwart von 0,1 %
Desoxycholat [46] . Alle MitbchondrienHPréparationen wurden sofort
auf strukturelle Unversehrtheit - mit dem Kriterium der Atmungskon-
trolle [17] - getestet. _ '

Das Atmungskontroll-Verhdltnis (RCR = Respiratory control ratio}
betrug 5 bis 6 mit Glutamat, Malat als Substrat; das ADP/O~Verdlinis
wary anndhernd 3. Mit Succinat als Substrat.betrug RCR = 3 bis 4;
ADP/O war etwa 2. ,

Fliir die Prédparation und die Reagentien-Ldsungen wurde Tonenaus-
tauscher~Wasser, welches anschliefiend ein Ionenaustauscher-Fal
{(Elgostat) passiert hatte, mit einer spezifischen Leitfidhigkeit
kleiner 0,08:10"% cm '&7" benutzt. _ | _

So prédparierte Mitochondrien zeigten etwa 2 bis 3 Tage Atmungs-

kontrolle, wenn sie bei 0% gelagert wurden.
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a.Vorbereiten dexr MeBReinheit. Zunéchst'wurde die pOz—MeBeinheit
hergerichtet (Anleitung: Eak 1 - MikrOHPOZ-MeBeinheit, Eschweiller
und Co, Kiel) und mittels Klemmhalterung im ReaktionsgefdB befestigt

Nun wurde das Polarogramm der pozﬂElektrode (Strom-Spannungs-—
Kennlinie) aufgenommen. Dazu wurde die Polarisationsspannung von O
auf 1000 mV in 50 mV-Schritten verindert und der zugehdrige Strom-
verlauf ermittelt. Die normale Arbeits-Polarisationsspannung liegt
bei 600 mV. Sie liegt ca. in der Mitte des spannungsunabhdngigen
Strombereiches. Das Polarogramm gibt auch AufschluB iiber die Giite
der Elektroden. Wenn der Strom im spannungsunabhdngigen Teil beil
einer Spannungserhdhung von 100 mV mehr als 10 % zunahm, mufte die
Elektrode neu hergerichitet werden. _

- Im AnschluB an das Einstellen der Arbeitspolarisationsspannung

wurden Elektrode sowie Schreiber geeicht, und zwar mit 2 %- und
12 % Oz—Eichgasmischung (Vorschrift, LEschweiler und Co, Kiel).

Das Ansprechen der Elektrode wurde mit Dithionit geprift
(Na28204-2 H,0, Absorptionsmittel fiir Sauerstoff).

Die Eichung sowie simtliche Messungen wurden bei 25% durchge-
flihrt. - _

b.Messung, Zundchst wurden mittels 5 ml Spritze 2,4 ml Reakﬁions
medium in das Gef#R eingefiillt, Dies muBte sehr sorgfdltig vorge-
nommen werden, da sonst Luftblasen an die Elektrode gelangten, die
eine Hessung verhinderten., Leichtes Rilhren wdhrend dem Einfillvor-—
gang ist dabei von Vorteil. Zum SchluB wurde volle Rithrgeschwindig-
keit eingestellt ﬁnd eine Minute offen geriihrt. Es wurde so eine
luftgesdttigte Reaktionsmischung, sowie stabile Zeigerstellung
(Schreiber) erhalten. '

Reaktionsmedien: ,
I} 19,1 ml Medium 3 (0,25 M Saccharose, 20 m¥ an Tris-HCl, pH 7,3)

0,4 ml XC1, 1T M

0,1 ml MgCl,, 1 M

0,2 ml K-Phosphat-Puffer, 1 M, pH 7,3

0,2 ml K-Succinat, 1 M, pH 7,3
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II)Succinat ersetzt durch:
0,05 ml K-Glutamat, 1 M, pH 7,3,
0,05 ml K-Malat, 1 M, pH 7,3,
0,10 ml K-Malonat, 1 M, pH 7,3.

IIX)Succinat ersetzt durch:
0,10 ml X-Ascorbat, 0,5 M, pH 7,3, ‘
. 0,05 ml TMPD, 0,1 M (Xthanol), Medium 3 erhdht auf 19,15 ml.

IV )Succinat ersetzt durch:
0,20 ml K-Hydroxybutyrat, 1 M, pH 7,3.

Nach Zugabe wvon 30 bis 50 ﬂl Mitochondrien-Suspension (ca. 3 mg
Protein) mit der Eppendorf-Pipette wurde das Gefdl mit dem Hahn
verschlossen (Fig.9 b,5.19 ) und weiter geriihrt bis konstante
Atmungsgeschwindigkeit erreicht war. ;

Jetzt wurde vor jeder weiteren Zugabe durch den Einfiillstutzen
{Zusitze, Fig.9 b) der Rihrmotor abgesfellt und nach Zugabe sofort
wieder an. Der Zusatz erfolgte mit Hamilton-Spritzen, 10 bis SOIMl.
Das Einspritzen mufite sehr schnell vor sich gehen, um nicht zuviel
Luft eindiffundieren zu lassen ( wenn der Vorgang schnell genug
erfolgt, kann die minimal eindiffundierende Luft vernachlidssigt

werden) .

DNP, 10 mM, pH 7 mit KOH

KCW, 0,1 M -

Rotenon, 2 mM (Athanol)

Dicoumarol, 20 mM, pH ca.7,4 mit KOH
cccp, 1 mM, Tris-Salz, pH 7,4
Oligomycin, 0,5 mM (Athanol) bei MG 400

Sobald der Sauerstoff im ReaktionsgefdB verbraucht ist, mub
das GefiB gut ausgespiihlt werden, da die Membran der Elektrode
gegen verschiedene Chemikalien, sowie organische L&sungsmittel sehr

empfindlich ist., Zudem muB die Elektrode immer feucht bleiben.
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'a.Biuret, mit Desoxycholat{46].

Losungen, I: 5 % Desoxycholat
IT: 2,25 % Kallumnatrlumtartrat in 0,2 N NaOH,
anschliefend 0,75 % CuSO4-5 320 und 1,25 % KJ.
III: 200 ml von B mit 300 ml 0,2 N NaOH
(Biuret-Reagens, aufbewahrt in brauner Flasche).
Zur Probe 100 ml Mitochondrien-Suspension (60 bis 100 mg/ml
Protein), 200 Nl der Lisung A gegeben. Nach gutem Durchmischen
10 Minuten bei Zimmertemperatur stehen lassen, 5 ml LOsung C addiert,
mit dest.Wasser auf 10 ml aufgefiillt. Nach weiteren 30 Minuten
wurde die Extinktion bei 546 nm (Eppendorf-Photometer) in einer
2 cm Kiivette (gegen Luft) gemessen. Die Leerprobe enthielt 5 ml
Biuret~Reagens (Losung C), 200 ﬂl Losung A, sowie 4,8 ml Wasser.
Der Faktor der Biuret-L8sung wurde mit Rinderserumalbumin als
Standard bestimmt, Der Faktor lag bei 19 bis 20,
Die Proteinmenge ergab sich somit Zus:

AE

546-Faktor des Biuret-Reagenses = mg Protein im Bestimmungsansatz.

b.Lowrz[Si].
Lbsungen, I: 2 % Na2C03 in 0,1 N NaOH
IT: 1 % CuSOd-S H,O

ITI: 2 % Natriumkaiiumtartrat
IVv: 50 ml von A mit 0,5 ml von B und 0,5 ml von C
wr: 10 ml Folinreagens in 12 ml Wasser
Zur Probe , 200 ﬂ& (bis zu 100 i Protein), wurde 1 ml der
Lésung C gegeben. Nach gutem Durchmischen lieB man die Probe
10 Minuten bei Zimmertemperatur stehen und gab 100 Pl der Losung E
zu. Nach weiteren 30 Minuten wurde die Extinktion an einem Zeiss-
Spektralphotometer PM 4 gemessen,
Bei Proben mit 5 bis 25 mg Protein wurde bei 750 nm Wellenlidnge
gemessen und bei hSherer Proteinmenge bei 500 nm. '
Als Standard und zur Bestimmung der Elchkurve wurde Rlnderserum—

albumin verwendet.
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a.Beechey-Methode [1&]. Polyacrylamid~Gele (6 mm-100 mm)
wurden hergestelltraus einer Acryiamid-Stammlﬁsung;'0,1 M Natrium-
Phosphat—-Puffer, pH 7, 1 % SDS (w/v); frisch bereiteter 1,5 % Per-
sulfat-L&sung (w/v) und N,N,N',N'-Tetramethyl-1,2-diaminodthan im
vVolumen-Verhidltnis von 15/13,5/1,5/0,04. |

Die Acrylamid-~L&sung bestand aus 20 % Acrylamid (w/v), 0,6-%
N,N'-Methylendiacrylamid (w/v)} und 1 % SDS in 0,1 M Natrium-
Phosphat-Puffer, pi 7. - '

Die Gele wurden 1 Stunde bei 4 mA/Gel vorlaufen lassen. _

Die Proben (20 bis 30 yl) wurden 30 Minuten bei 50°C in 1 ml
Denaturierungspuffer (3 $ SDS w/v , 5 m4 EDTA, 5 mM DIT und O,1 M
Na-Phosphat-Puffer, pH 7) geschiittelt, bevor sie auf die Gele
aufgetragen wurden. Mitochondrien-Suspensionen mit 60 bis 100 mg
Protein/ml wurden direkt in diesem Puffer denaturiert. Danach
wuarde 0,1 ml Glycerin, sowie 1 Tropfen 0,5 % Brom?henolblau (w/v)
in Wasser addie;t. auf die Gele wurde 50 bis 100 ﬂl der Probel&sung
(80 bis 150 mg Protein) aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte -
in 0,1 M Na-Phosphat-Puffer, pH 7, 1 % SDbS {w/v) bei 6 mA/Gel unter
Wasserkiihlung und leichtem Rilhren des Elektrophorese-Puffers,
solange bis die Bromphenolblau-Bande ca. 2 cm vom Ende entfernt
war (etwa nach 4 Stunden). Die Bande wurde markiert durch Einstich
mittels Nadel,

Die Gele wurden 20 Stunden fixiert und vom SDS freigewaschen
durch 50 % Trichloressigsdure (w/v); angefidrbt durch 2 Stunden
Stehen in 0,25 % Coomassie-Brilliant-Blau (w/v) in 20 % Trichlor-
essigsdure {w/v) und entfirbt durbh 4 bis 5 Tage waschen mit 7 %
Essigsdure (v/v). Beim Waschen die Medien mehrmals erneuern.

Die Protein-Verteilung auf dem Gel wurde gewonnen mit dem
Zeiss-Densitometer bei 550 nm, nach dem Entfé&rben der Gele.

Die Radioaktivitdts—Verteilung im Gel wurde indiziert durch
Schneiden der Gele direkt nach dem Eiektrophorese~Lauf in 1 mm
Scheiben mit einem Gel-S$licer {(The Mickle Laboratory Engineering
Co, Gomshall, Surrey, U.K.). Die Gele wurden dazu mit Wasser durch
C02~Schnee auf der Schneide-Plattform angefroren. Jede Scheibe

wurde mit 500 Fl 28 % H (w/v) in Scintillations-Gldsern durch

203
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Erhitzen auf 60°C und 24 Stunden schiitteln mit einem Mini-Shaker
(Braun-Melsungen) geldst.

Zur Messung der Radiocaktivitdt wurde zu Jjeder Probe 10 ml Insta-
Gel (Packard-Instrument) addiert und im Packard-Scintillations-
zdhler (LSC-2450) gezdhlt,

Eine Molekulargewichts—-Standardkurve wurde erhalten mit Rinder-
serumalbumin, Glycerinaldehydphosphat-Dehydrogenase, Cytochrom c

und Insulin mittels Zeiss-Densitometer bei 550 nm nach dem Entfdrben

b.1.Variation der Beechey-Methode. PolyacrylamiduGele'wurden
hergestellt mit 0,1 M Na-acetat-Puffer, pH 5, 1 % SDS5. Mit diesen
Gelen wurde: kein Vorlauf durchgefiihrt.

Der Denaturierungspuffer wurde ersetzt durch 0,1 M Na-acetat-
Puffer, pH 5, 3 % SD5, 5 mM EDTA ~ einmal mit, einmal ohne 5 m¥ DTT;
Probenmenge 20 bis 700 Fl; Auftrag 20 bis 100 Fl {30 bis 150,ﬂg_
Protein). _ _ :

Die Elektrophorese erfolgte in 0,1 I Na-acetat-Puffer, pH 5,

1 % SDS bei 6 mA/Gel unter Wasserkﬁhlﬁng und leichtem Rilhren des
Elektrophorese-Puffers, solange bis die Bromphenolblau-Bande

ca. 2 cm vom Ende entfernt war (2 bis 3 Stunden).

c.2.Variation der Beechey-~Methode. Polyacrylamid*Gele wurden

hergestellt mit der Acrylamid-Stammldsung; O,1 M Na-acetat-Puffer,
pH 5, 1 % SDS; Persulfat-Ldsung und N,N,N',N'-Tetramethyl-1,2-
diaminoithan im Volumen-Verh&ltnis von 15/4/1/0,04.

Wie bel b) Ersatz des Phosphat-Puffers durch Acetat~Puffer
in der Acrylamid-Ldsung. |

Polymerisation im Dunkelréum mit Infrarot-Licht; kein Vorlauf..

Elektrophorese in Acetat-Puffer unter Wasserkiihlung und leichten
Riilhren 10 Minuten bei 4 mA/Gel, 10 Minuten bei 6 mA/Gel und 1 1/2
Stunden bei 8mA /Gel.

--— Die genaue Menge des aufgegebenen Proteines, sowle die jeweillige
Elektrophorese-Bedingung, wurde bel den erhaltenen Verteilungskurven

angegeben.— ——
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Die Bestimmungen wurden in Eppendorf-ReaktionsgefdBen éusgefﬁhrt

In die GefdBe wurde 1 ml luftgeséttigte.Reaktionslﬁsung, sowie

30 bis 40 rl (2 bis 3 mg Protein) Mitochondrien-Suspension

pipetiert und gut geriittelt (Rotationsmischer 3300 Eppendorf) .
Reaktionsmedien: ‘

a) 3,90 ml Medium 3 (0,25 M Saccharoée, 20 mM Tris-HCl,pH 7,3);
80 ﬂl XKCl, 1 M; 20 ﬂl MgClz, 1 M.

b) 3,86 ml Medium 3; 80O ﬂl KCl; 20 fd MgClz;
10 pl Glutamat, 1 M; 10 ﬁl Malat, 1 M; 20 Fl Malonat, 1 M.

c) 3,82 ml Medium 3; 80 Fl KCl; 20 ﬂl MgClz; 40 ﬂl K-Phosphat, 1 M,
pE 7,3; 10 rl Glutamat; 10 rl Malat; 20 ﬁl Malonat.

d) 3,74 ml Medium 3; B8O Fl KC1; 20'ﬁ1 MgClz; ‘
10 ﬁl Glutamat; 10 pl Malat; 20 Pl Malonat -
zu 1 ml dieser Mischung: 30 Fl ADP, 84 mM. . _

e}y 3,70 ml_Medium 3; 80 Fl KCl; 20 ﬂ} Mgclz; 40 Fl Phosphat;
10 Pl Glutamat; 10 Fl Malat; 20 rl Malonat.

£f) Medium 3.

Nach 1 Minute (bei e, 30 ~ 60 - 90 Sekunden nach 30 ml ADP,84 m
riitteln, entsprechende Menge, frisch in Athanol geldstes, 14C-NSPM,
10 mM, zugegeben und 1 1/2 Minuten (bei £, der Thiol-Gruppen-
Titration, 5 Minuten) reagieren lassen., Nun 100 Cystein-HC1,0,1 I
zugemischt, 5 Minuten geriittelt, mit 200 Pl 50 % Trichloressigsdure
das Protein gefdllt, nach 5 Minuten riitteln in der Tischzentrifuge:
(Eppendorf 3200} zentrifugiert. Den iberstand vorsichtig in
Scintillationsgliser (mit 10 ml Insta-Gel) pipettiert, das Pellet
noch zweimal mit ZOO.PI 50 % Trichloressigsiure gewaschen und die
Waschfliissigkeit zum Uberstand gemischt. Die Radioaktivitdt des
Uberstandes im'Packérd~8cintillationszahler (LSC~2450) gemessen,
ebenso die Radioaktivitdt des Pellets nach dem L&sen in 400 Fl '
Ameisensdure (mit 10 ml Insta-Gel).

Bei jeder Messung erfolgten drei Bestimmungen nebeneinander,
auBerdem wurden diese entweder alle bei 5°C oder 25°C ausgefiihrt.
--- Das Schema zu diesen Bestimmungen ist im Hauptteil (5.58)

angegeben,—--
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‘a.zur Elektrophorese, 200 bis 600 rl Mitochondrien—-Suspension
in 0,25 M Saccharcse, 20 mM Tris-HCl, pH 7,3 (70 bis 120 mg Prot/ml)

wurde fiber Nacht bei 4°C mit der entsprechenden Menge radioaktiver

Reagentien-L&sung inkubiert.

Die Angabe der jeweiligen Menge erfolgte bei den radioaktiven
Verteilungskurven im Hauptteil. |

Ein Teil der Proben wurde dreimal mit 1 ml Athanol gewaschen
und anschlieBend mit Acetat-Puffer (Phosphat~Puffer) wieder unter

Losung auf das urspriingliche Volumen gebracht.

b.zur Extraktion. 5 ml Mitochondrien~Suspension in 0,25 M
Saccharose, 20 mM Tris-HCl, pH 7,3 (65 bis 72,5 mg Protein/ml)

wurde {iber Nacht bei 4°9C mit 7 bis 8 nMol/mg Protein radioaktiver

Verbindung inkubiert., Diese Konzentration entspricht etwa der,
fiir 95 % Inhibierung der oxydativen Phosphorylierﬁpg mit NSPM,
notwendigen Menge.

Die verwendeten Mitochondrien-Suspensionen wurden auf Atmungs-
kontrolle getestet. Es wurden nur Préparationen mit einer RCR '
von 5 bis 6 fiir Glutamat,Malat als Substrat benutzt (ebenso bei a).

Je zweimal 100 der radioaktiven Mitochondrien~Suspension

wurden zur Elektrophorese vorbereitet. Eine Probe wurde mit

Athanol gewaschen, die Kontrolle nicht.

7.Extraktion der radiocaktiv markierten Mitochondrien
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Es werden hier die im Hauptteil (S.48 ,54 ,57) gezeigten

Schemata experimentell belegt.

Zur Extraktion wurde die Mitochondrien-Suspension gleich in
Zentrifugenglidsern (30 ml), passend zum 60 TI Rotor der Beckman
L5~75 Ultrazentrifuge, inkubiert.

Simtliche folgenden Arbeiten wurden bei 4%¢ ausgefihrt.

a.Rthanol-Extraktion. Die Gliser mit der radioaktiven Mitochon-

drien-Suspension wurden zundchst halb mit HEthanol gefilillt, 15 Min.
geschiittelt (Whirlmix, Cenco Instruments, 1 Probe), dann ganz mit

Athanol gefiillt, verschlossen und 5 Minuten bei 8000 g (Beckman,

e




L5~75 Ultrazentrifuge, TI-60 Rotor,10000 Upm) zentrifugiert. Der
tiberstand wurde filtriert {iber Filterpapier und bei 30°C im Vakuum
eingeengt. ‘ _

' Das Pellet wurde mit Acetat-Puffer auf das Anfangsvolumen wie
vor Extraktion geldst und eine Probe daraus zur Elektrophorese

vorbereitet.

b.Ather-Extraktion des Athanol-Niickstandes. Den Athanol-Riickstan

bei 4°%C in Ether stehen lassen {(anfangs mehrmals geschﬁttelt),'nach

zweli Tagen die Ather-Phase vorsichtig mit einer Pipette abgehoben,

Diese Procedur noch zweimal wiederholt, jetzt allerdings nur noch
zwel Stunden stehen lassen. '
Die Kther-Phase bei 30°C im Vakuum zur Trockene eingeengt,

ebenso den Riickstand.

¢.Chloroform/Methanol-Extraktion der Riickstdnde aus b. Mit

einer Mischung aus 2:1—CHC13/MBOH die beiden Rﬁckéténde aus b)
dreimal extrahiert: Dabei die Mischung zum Riickstand gegeben,
mehrmals géschﬁttelt, 1 Stunde stehen lassen und mit einer Pipette
abgehoben.

Den Riickstand bei 30°C im Vakuum zur Trockene eingeengt und

in wenigen ml Wasser aufgenommen.

———- Fs wurden so zum SchluB der verschiedenen Extraktionen zwei

CHC13/MeOH— sowie zwei Wasser—-L®sungen erhalten, welche mittels
Siulenchromatographie weiter getrennt werden konnten. Zudem wurden

_ die L&sungen dﬁnnéchichtchromatographisch untexrsucht.-—~
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a.Sephadex¥LH20—Trennung der CHCl,/MeOH-Extrakte [8o]. pie
CHCl3/MeOH—Extrakte der radioaktiv inkubierten Mitochondrien

wurden auf einer Sephadex—LHzo—Séule {1,840 cm, 35 cm Gel und

1,5 cm Sand), welche nach der Methode von Soto [80] pridpariert

wurde, getrennt.
Die SHule wurde equilibriert mit CHCl3 und 1 ml Extrakt wurde

aufgegeben. Es wurde mit folgender L&sugsmittelsequenz eluiert:
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100 ml CHC13, 20 ml CHClB/MeOH (15:1,v/v), 20 ml CHClB/ﬁeOH
(10:1,v/v), 20 ml CHCl,/MeOH (8:1,v/v), 20 ml CHClB/MeOH (6:1,v/v),
20 ml CHC13/MeOH (4:1,v/v), 20 ml CHClB/MeOH {(2:1,v/v), 100 ml
CHC13/MeOH {(1:1,v/v).

Der Verlauf der Eluierung wurde kontinuiexrlich durch UV-
Absorption des Eluats bei 254 nm mit dem Uvicord Typ I (LKB,Stockhol
verfolgt, zusdtzlich wurde das Eluat noch nit einem Differential-
Refraktiometer R 403 (Waters Messtechnik GmbH) kontrolliert.

Die Fraktionen (5 bis 6 ml) wurden mit einem synchron dazu
gesteuerten Fraktionssammler Ultrarac (LKB,Stockholm) aufgefangen.
Eine 100 #l Probe der einzelnen Fraktionen wurde mit 10 ml

Scinti-Gel (Roth) wvermischt und nach 30 Minuten wurde die Radlo—
aktivitdt im Packard-Scintillationszdhler (LSC-2450) gemessemn,
—-—— Bine typische Elutionskurve dazu, ist im Hauptteil (S.51)
zu sehen,-———

b.Sephadex~LH Trennung der widssrigen Extrakte. Die HZO—Extrakt

20—
der radioaktiv incubierten Mitochondrien wurden auf einer Sephadex-—
LH, o

analog der Soto-Methode vorgereinigt, jetzt aber in Wasser gequoller

~-S3iule (2,5-100 cm, 95 cm Gel) getrennt. Das Sephadex wurde

Die Sdule wurde mit Wasser equilibriert, 1 ml Extrakt wurde
aufgegeben und mit Wasser elulert. '

Der Verlauf der Eluierung wurde kontinuierlich durch UV-Absorp-
tion des Eluats bei 254 nm mit dem Uvicord Typ I (LKB,Stockholm)
aufgefangen. |

Eine 100 «l Probe der einzelnen Fraktionen wurde mlt 10 ml
Insta-Gel (Packard—-Instrument) vermischt und nach 30 Minuten wurde
die Radiocaktivitét im Packard-Scintillationszidhler (LSC~-2450)
gemessen.
~—— Elutionskurven dazu im Hauptteil (8.52 ,55).-=--

Mit Sephadex G-50, medium, als Trédgermaterial wurde analog -

verfahren. BEs war hiermit jedoch keine Trennung zu erzielen,
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Die quantitatiye Bstimmung der Aminosduren im Totalhydrolysat
erfolgte mi£ dem Beckmann-Analysator Unichrom C nach der Methode
von Stein und Mcore [81] , sowie dem automatischen Aminosdure-
.analysator der Firma Biotronik. ' v

Zur Totalhydrolyse wurde die Probe mit 6 N HC1l 20 Stunden beil
110°¢C im geschlossenen RShrchen gehalten und dann filtriert,
eingeengt und getrocknet im Exsikkator uber P4O1O/KOH.

7 Zum Vergleich wurde Glutathion mit NSPM (1:1) reagieren lassen,
analog den Protein*14C~Verbindungen behandelt und der Aminosdure-
analyse unterworfen. Dasselbe wurde auch mit Cystein und NSPM
durchgefiihrt. Das freie Glutathion-Totalhydrolysat, sowie das freie

Cystein, wurde ebenfalls im Aminosidureanalysator untersucht.

Reaktionsansatz von Glutathion und NSPM: _
0,126 g NSPM (0,333 mMol) + 0,102 g Glutathion (red., 0,333 mMol)

in 2 ml Athanol/0,2 ml H.O0 2 Stunden bei 25°C geriihrt, eingeengt

2
und getrocknet (analog erfolgte der Umsatz von Cystein:HCl mit

NSPM) .
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Verwendet wurden DC-Fertigplatten:
I) XKieselgel F254, Schichtdicke 0,25 mm {Merck)
ITI) Xieselgel F254, Schichtdicke 2 mm (Merck)
III) Aluminium-Oxyd G, Schichtdicke 0,25 mm (neutral, Typ E, Merck)
IV ) Mikropolyamid-Fertigfolie F 1700 (Schleicher u. Schiill)
Als Laufmittel diente: '
a) CHCL,/MeOH/H,O0/NH; cc. - 130/70/8/0,5 [ s8]
b) CHCL,/MeOH/H,0/AcOH~ 50/30/4/8 el
c) CHClB/MeOH/NHB cc.— 85/35/5 [30]
d) Benzol -

Anférbereagentien:'

1) zum Nachweis der cyclischen Maleinimide [86]
LBsung a: 20 g Hydroxylammoniumchlorid in 50 ml Wasser ldsen. Die
‘ Losung mit Ethanol auf 200 ml auffiillen und kiihl lagern.
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Lésung b: 50 g Kaliumhydroxyd in mbglichst wenig Wasser lésen.
Dann mit Athanol auf 500 ml auffillen.

Spriihldsung I: 1 Vol. a mit 2 Vol. b mischen. Das ausfallende KCl
abfiltrieren. Die so erhaltene Sprithldsung im Kihlschrank
aufbewahren (ca. 2 Wochen haltbar). _

Sprithldsung II: 10 g feinstgepulvertes Fe(III)-chlorid (FeC13-6 H20)

' in 20 ml HC1l (36 %ig) ldsen, Die L&sung solange mit
200 ml Diathylﬁther'schﬁtteln, bis eine homogene Mischung
entstanden ist. Dise L&sung ist gut verschlossen '
lé&ngere Zeit haltbar. |

2) zum Nachweis von Thiouracil [38]

Spriihldsung: 0,5 g Nitroprussid~-Natrium werden in 10 ml Wasser
geldst, Die Ldsung wird mit 0,5 g Hydroxylammoniumchlorid
und 1 g Natriumhydrogencarbonat versetzt. Nach dem
Aufhdren der Gasentwicklung werden 2 Tropfen Brom zugeflgt
Dann wird mit Wasser auf 25 ml aufgefﬁllt.-ﬂas Reagenz
ist etwa 2 Wochen haltbar. | S

3) zum Nachweis von Phospholipiden (Molybddn-Spray) [3ﬂ

Losung a: Zu 200 ml 25 N H-2504 8,02 g M003
erhitzen bis eine L&sung vorliegt.

Ldsung b: In 100 ml a 0,356 g Mo-Staub 15 Minuten kochen. Die

addieren und leicht

Losung kithlen und vom ungeldsten Riickstand dekantieren.
Spriihl&sung: Gleiche Volumen a und b mischen. Zur Mischung‘2'Vol.

Wasser geben. Die Ldsung hat eine griin-gelbe Farbe

und ist Monate haltbar, -

Die Platten werden leicht bespriiht, bis sie gleich-
mifig feucht sind. Anschliefend werden sie bei 80°C

getrocknet.

4} zum Nachwelis von Aminogruppen (Ninhydrin~Spray)
spriihlésung: 1,2 g Ninhydrin in 30 ml 2 N AcOH, 350 ml n-BuOH
und 600 ml MeOH.
' Die DC-Platten auf 110°C erwirmen, besprithen und

anschliefend 10 Minuten bei 110°%C bis zur optimalen

Farbentwicklung erhitzen,

E 1 Das Molybd&dn-Spray (3) und das Ninhydrin—Reagenz'(4) wurde

meist zusammen benutzt. Dazu wurden die DC-Platten zundchst mit

Reagenz {4), anschliefend mit Reagenz (3) behandelt._
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o , : 11.Weitere Hilfsmittel

Die DC-Platten mit den radioaktiven Proben wurden nach dem

Lauf {vor dem Eespriihen) mit Isotopenkamera (Birchover Instruments

LTD} sowie Diinnschichtscanner (Berthold, Typ LB 2723} auf radio-

aktive Banden untersucht.

UV-Spektren wurden mit einem Spektrophotometer Unicam SP 800

(Leitz,Wetzlar) aufgenommen.,

Die Massenspektren fertigte Herr Dr. W.Otting im Hause an,

im Hause wurden auch die NMR-Spektren von Herrn H.Griebel aufge-

nommen. Die Elementaranalysen sind von Frl. E.Crummenerl und Herrn

G.Riethmiiller, die Aminosdureanalysen von Herrn Dr. G.Georgopoulos.
Thnen allen ist an dieser Stelle herzlich zu danken. Zu danken
habe ich auferdem den Technikern J.Briaire, H.Gaugler und
B.Kichler fiir ihre Hilfsbereitschaft.

Die Schmelzpunkte sind unkorrigiert und wurden im Schmelzpunkts-—

apparat Modell Dr.Tottoli (Biichi, Schweiz) bestimmt.
Zur Charakterisierung und Identifizierung der einzelnen

Verbindungen wurden auferdem noch die Siedepunkte, Brechungsindices,

TR-Spektroskopie sowie die Gaschromatograhie herangezogen.

Losungsmittel. Es wurden nur reinste L&sungsmittel-hauptsdchlich

von Merck - verwendet, welche teilweise wasserfrei gemacht werden
muften nach herkmmlichen Methoden: Rthanol wurde iiber Mg-Spinen
getrocknet, Ather absolutiert iiber Na-Draht, Aceton iber Molekularsi

Kiufliche Chemikalien und Biochemikalien. -

Bayer: Tert.Butylisocyanat .

BDH chemicals Ltd: Lecitin in CHC1,/MeOH, Cardiolipin vom Rind

Biomol: Phosphatidylinosit, Dithiothreitol (DIT),
N-Athylmaleinimid (NEM)

Boehringer: ot-Ketoglutarsdure, Antimycin A, Adenosindiphosphat-~
Di-Na-Salz (ADP), Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydroge-

nase (Kaninchenmuskel), Cytochrom ¢ (Pferdeherz)

Calbiochem.,San Diego: Phosphatidylserin, Desoxycholsdure
Fluka: L-Glutaminsidure-Mono-K-Salz, 4-Acetaminobenzolsulfochlori

Maleinsdureanhydrid, Essigsédureanhydrid, n-Nonylamin,
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Ammoniumthiocyanat, Thicharnstoff, N-Methylthioharnstoff,
N-Athylthioharnstoff, 4(6)-Methyl-2-Thiocuracil,
4 (6) ~Propyl-2-Thiouracil

Merck: L (+)-Ascorbinsdure, N,M,N',N'-Tetramethyl-p-phenylen-
diamin, Malonsdure, DL-Apfelsdure, Cystein-Hydrochlorid,
3,3'-Methylen-bis (4-hydroxycumarin) oder Dicoumarin,
Dicyclohexylcarbodiimid (DCCD), DL-Liponsdure, Bernstein-
siureanhydrid, Tert-Butylchlorid, Caprinsdurechlorid,
Seesand mit SHure gereinigt und gegliht- |

Plerce chem.Comp.: Spingomyelin, Phosphatidylédthanolamin

Riedel de Haen: Bernsteinsiure

Serva: DL-B-Hydroxybutters&ure-Na-Salz, Coenzym Q 10,
m~Chlorocarbonyl—-cyanidephenylhydrazone (CCCP),
Albumin aus Rinderserum '

Sigma: Rotenone, Oligomycin, Insulin aus Rinder-Pankreas.

Die nicht aufgefiihrten Verbindungen waren meist von Merck
und Biomol (SDS~Gelelektrophorese-Reagéntien). Es wurden nur

analysensaubere Substanzen benutzt.
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B.Synthesen

Die Darstellung der N-n-Alkyl-Thicharnstoffe erfolgte nach
den Vorschriften von Nair [63], sowie meiner Diplomarbeit [50].

— s e wm A

Die Darstellung erfolgte in Analogie zur Synthese des
N-n-Nonyl-Thioharnstoffes.

a,1-n-Nonyl-3-tert.Butyl-Harnstoff. 4,95 g (0,05 Mol) teré.
Butylisocyanat in 25 ml Petroldther eingetropft in eine L8sung von
- 7,16 g (0,05 Mol) n-Nonylamin in 25 ml Petrolédther bei 2 bis 6°C.
3 stunden bei 25°C riihren lassen, im Vakuum bis 4Q°C zur Trockene

eingeengt. Alle Kristallisationsversuche schlugen fehl.
hAusbeute: 12,47 g 01 (feucht).

b.N-n~Nonvl-Harnstoff., 12,47 g (ca.0,05 Mol) 1~n-Nonyl-3-tert.
Butyl-Harnstoff in 50 ml HC1 conc. auf 75 bis 105°%¢ aufgeheizt,
dabei innerhalb 45 Minuten tert.Butylchlorid abdestilliert,
abgekihlt, mit NH3

gewaschen mit viel Wasser, getrocknet liber KOH und sto4 conc, im

conc, {(ca.48 ml) neutralisiert, abgesaugt,

Vakuum iiber Nacht,
Ausbeute: 8,8 g (94,4 %); Smp. 106°Cc; DC-Ia: 1 Fleck
C10H22N28 (186,36) Ber.: C 64,5 H 11,81 N 15,05
. Gef.: C 64,29 H 11,94 N 15,00
NMR: sauberes Produkt.

Die Darstellung erfolgte in Analeogie zur Synthese des
N-n-Nonyl-Thioharnstoffes. ‘

4.Acetnonylamid

14,3 g (0,1 Mol) n-Nonylamin in 100 ml Dioxan geldst, 10,2 g
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(0,1 Mol) Essigsdureanhydrid zugetropft und 2 Stunden sieden lassen.
Das Lbsungsmittel im Vakuum abgezogen, dann im Hochvakuum bei 4 mm
destilliert. . Kp.,: 150 bis 155°c; Ausbeute: 11,3 g (61 %)
C,4Hy3NO (185,3) Ber.: C 71,29 H 12,51 N 7,56

Gef,: C 71,16 H 12,78 N 7,41

Die Darstellung der G-h—Alkyl—ZuThiouracile erfolgte nach den
Vorschriften von Anderson et al [4], sowie meiner Diplomarbeit[ﬁcﬂ.

Die Darstellung erfolgte in Analogie zur'Synthese des
6-n-Nonyl-2-Thiouracils.

1,15 g (0,05 g-Atom) metall.Na verteilt in 25.m1 wasserfreiem.
Athanol; 2,1 g (0,035 Mol) Harnstoff und 6,06 g (0,021 Mol)
n—-Caprinessigester (85 %ig) zur klaren L&sung gegeben. Die Mischung
6 1/2 Stunden bei RiickfluBStemperatur gekocht, iiber Nacht bei Raum-
temperatur rithren lassen. Eingeengt bis 50°C im Vakuum zur -Trockene,
den Riickstand in 25 ml Wasser geldst. Das Produkt (Schmiere) ausge-
£411t mit 3,5 ml HCl conc. und nachfolgendem Ansduern zu pH 4 mit
Eisessiqg. Das Rohprodukt in wenig Petrolather verrﬁhrt,-abgesaugt
und umkristallisiert aus Hthanol, getrocknet im Vakuum iiber Nacht-

mit P,0, bei 60°C. | .
Ausbeute: 1,27 g (26,6 %); Smp. 161°C; NMR: sauberes Produkt.
C13H22N202 (238,48) Ber.: C 65,5 H 9,23 N 11,73

Gef.: C 65,58 H 9,33 N 11,86

7 . 6-n-Nonyl-2- 14C~ Thiouracil

e i = R

Eingesetzt wurden 2 mCi 14C—Thioharnstoff (NEN) , geliefert als

4 ml Bthanol-Ldsung mit einer Aktivitdt von 56 mCi/mMol und 2,8 mg
Trockensubstanz. |

In Vorversuchen mit inaktivem Material wurde die Synthese
eingehend untersucht und die folgende beschriebene Vorschrift f£lr

die mikroprdparative Synthese ausgearbeitet.
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a) 1,15 g (0,05 g-Atom) metall.Na vurde in 25 ml absol.Athanol
vertelilt.

b} In einem 5 ml Kolben wurde die LOsung des 14C—'I'hioharnstoffes
zusammen mit 35,2 mg inaktivem Thioharnstoff im NZ—Strom bei 70 bis
80°C langsam zur Trockne eingeengt. Auf diese Weise wurden 38 mg
(0,5 mMol) 14
erhalten. Mit Eppendorf-Pipetten wurde unter Rilhren (Magnetkern)
2OO_F1 (ca.0,7 mMol, 85 %ig) n-Caprinessigester sowie 500 Nl
Na-Athylat in Kthanol (1 mg Atom a) einpipettiert und auf Rickfluf-
temperatur erhitzt (Luftkiihlung mit Mikrokiihler). Es wurde 6 1/2
Stunden bei RiickfluBtemperatur geriihrt, wobeil sich langsam ein
Niederschlag'bildete. Der Ansatz wurde {iber Nacht bei Raumtemperatur
stehen gelassen. Sodann wﬁrde der Ansatz im Wasserstrahlvakuum bis

50°C zur Trockene eingeengt. Nach Addition von 1,5 ml Wasser, 70 Ml

C-Thioharnstoff mit einer Radiocaktivitdt von 4 mC/mMol

HCl conc., sowie 20 Nl Eisessig wurde 10 Minuten bei Raumtemperatur
gerilhrt, abgenutscht im Wasserstrahlvakuum (dabei gut mit Wasser
gewaschen) Das so erhaltene Produkt wurde 24 Stunden im Vakuum bei
25°C tber KOH und sto4 getrocknet, :

Bei 5 Vorversuchen mit inaktivem Materlal lagen die Ausbeuten
zwischen 121 und 126 mg, was 95 bis 99 2 der Theorie entspricht.

Der Schmelzpunkt lag bei 138 bis 139%. CHN-Analysen waren in
Ordnung. Das UV-Spektrum der Athanol-LOsung zeigte einen charakteris
tischen Peak bei 275 nm, DC-Ia2: 1 pos.Fleck. '

Die Ausbeute beim radioaktiven Ansatz betrug 124,8 mg (98 %).
Das UV-Spektrum der Athanol-L&sung stimmte mit den inaktiven
Produkten iiberein, génauso auch die DC., Der Diinnschicht~Scanner
zeigte jedoch auf der Platte (nach DC) zwei radicaktive Banden:

Das Produkt war mit 25 % radioaktiv verunreinigt.

Die Reinigung wurdn diinnschichtchromatographisch durchgefuhrt
System IIa: 60 mg aktive Substanz wurde in 5 ml Athanol und 1 ml
Aceton geldst, aufgetragen und getrennt. Die UV-absorbierende Bande
wurde von der Platte gelést} mit 25 ml Athanol elulert, das Eluat
~zur Trockene eingeengt. Es wurden so 30 mg 9,5 % radioaktiv verun-
reinigtes Produkt erhalten. '

Eine 2. anschlieBende prédp.Trennung ergab schlieflich 16 mg
100 % radioaktiv sauberes Produkt, welches in 3,14 ml Zthanol
geldst wurde.



Es stand somit eine 20 mM Athanol-Ldsung von 14C--NTU mit einer
spez.Aktivitit von 1,9 mCi/mMol zur Verftigung.

35

Eingesetzt wurden 10 mCi. s-Thioharnstoff (NEN), geliefert als

28,6 mg Trockensubstanz mit einer Aktivitdt von 26,3 mCi/mMol,

Die Synthese erfolgte analog der des 14C—NTU.

In einen 5 ml Rolben 9,4 mg inaktiven Thicharnstoff eingewogen,
mit Aceton aus der Ampulle aktiven Thicharnstoff eingegeben und mit
einem Nwatrom bei 40 bis 50°C langsam wieder zur Trockene eingeengt
auf diese Weise wurden 38 mg (0,5 mMol) 35

Radioaktivitit von 19,8 mCi/mMol erhalten.

g-Thioharnstoff mit einer

Das Produkt beim Abnutschen mit sehr viel Wasser gewaschen und
fir 2 Tage im Vakuum iiber KOH, P,0,, und H,50, '
Die Ausbeute betrug 116,2 mg (91 %), nach DC-Ia (254 nm) sehr

schwach verunreinigte - radiochemisch saubere Substanz, welche in

getrocknet.

8 ml Athanol und 2 ml Aceton geldst wurde.
Es stand somit eine 45,66 mM Athanol/Aceton-Lisung von 3SS—NTU '
mit einer spez.Aktivitdt von 10,3 mCi/mMol zur Verfiigung.

— e e e e g e p— bt A — w—— — e et p— w—— -

Die Darstellung erfolgte nach den Vorschriften von Merz et al[ﬁ?
sowie meiner Diplomarbeit [50].

a.N4—Acetyl—N1wn—Nonylsulfanilamid. 28,8 g Na2CO3-1O HZO (C,1 M
in 100 ml Wasser und 10 ml Athanol gel&st, dazu 40 ml (31,5 g;
0,22 Mol) n-Nonylamin eingerilhrt; 46,74 g 4—-Acetaminobenzolsulfo—
chlorid (0,2 Mol) portionsweise innerhalb 5 Minuten zwischen 30 und
40°C zugegeben; mit 150 ml Wasser und 15 ml Athanol verdiinnt. Nun
18 Stunden bei 30°C geriihrt, abgesaugt, gut mit viel Wasser gewasch:
und getrocknet iiber KOH und HZSO4 im Vakuum flir 24 Stunden. '

Ausbeute: 58,4 g (85,6 %); Smp. 110°C
C17H28N203S (340,45} Ber.: C 59,2 H 8,22 N 8,22

Gef,: C 59,53 H 8,25 N 8,4

b.N1—n—Nonylsulfanilamid; 17,02 g N4-Acetyl-N1—n-Nonylsulfanil*
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amid (0,05 Mol) 1 Stunde mit 80 ml 18,5 %iger HCl RiickfluB gekocht,
abgekiihlt, unter Eiskiihlung mit Na2003~L65ung (mit ca. 63 g NaZCOB-
10 H20 in 110 ml Wasser) auf pH 6 eigestellt, abgesaugt, mit viel
Wasser gewaschen, getrocknet liber P401O' KOH und HZSO4 im Vakuum
bei 50°C, Die Analysen (IR, MS, Cl-Bestimmung) ergaben eine Mischung
der gewiinschten Verbindung mit dem zugehdrenden Hydrochlorid (38/62%]
Die Trennung erfolgte durch Umkristallisieren aus Toluol (275 ml
plus 13,8 g Mischung, Smp. 117-203°C).. Beim Riickstand handelte
es sich um das Hydrochlorid (Smp. 216—217°C). '
Kristallisat-Ausbeute: 5,3 g (35,5 %); Smp. 116°C

C HygN,0,5  (298,45) Ber.: C 60,3 H 8,71 N 9,38 C1 O

Gef.: C 60,98 H 9,08 N 8,96 Cl O

c.N4-Maleoyl—N1—n—Nonylsulfanilamid. 14,4 g N1-n-Nonylsulfaﬁil—
amid (ca.0,048 Mol)~ Mischung mit dem Hydrochlorid ~ in 55 ml
~wasserfreiem Aceton gerihrt, bel 40°¢ 4,73 g (0,048 Mol) Malein-
sdureanhydrid in 20 ml wasserfreiem Aceton zugetropft (Gelbfdrbung),
3 1/2 Stunden bei 30°¢C gerihrt (CaClz—ﬁohr; starker Niederschlag
nach 15 Minuten), 15 Minuten bei 0% geriihrt, abgesaugt, getrocknet

iiber Blaugel bei 75°C im Vakuum iiber Nacht,
. Die Reinigqung erfolgte lber das Na~-Salz: 33,2 ml 1 N NaOH plus
| ' 13,16 g Rohprodukt (Smp. ab 164 C),_mlt 1 N HCl bei O °c langsam
unter starkem Rihren auf pH 7 eingestellt, abgesaugt, getrocknet.
Ausbeute: 4,7 g (24,5 %); Smp. 170°C
C,gHygN,058  (396,51) Ber.: C 57,5 H 7,06 N 7,06
Gef.: C 57,25 H 7,1 N 7,26

d.N4~(N1—n—Nonylr4—sulfamoylphenyl)-maleinimid. 2,5 ¢g N4—Maleoyl

N1—n~Nonylsulfanilamid (0,0063 Mol) mit 0,38 g wasserireiem Na-aceta
und 17 ml Essigsdureanhydrid auf 100°¢C aufgeheizt, 10 Minuten
zwischen 95 und 100°C gerithrt, heif - unter starkem Rilhren - in

85 ml Wasser von 0°C einfiltriert, 2 Stunden bei 0°¢ gerﬁhrt

{61 wird kristallin}, abgesaugt, gut mit Wasser von 0% gewaschen,
getrocknet iiber P4O1O’ KOH und stO4 ;m Vakuum bei 50°C fiir 24 Std.
Ausbeute: 2,11 g (88,5 %); Smp. 30- 92°¢; DC-Ial: 1 pos.Fleck
C,gH,cN,0,8 (378,51) Ber.: C 60,2 H 6,86 N 7,4
Gef.: C 60,35 H 6,9 N 7,21
o NMR: 100 % nicht acetyliertes, sauberes Produkt}
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a.N4—Succinyl—N1—n—Nonylsulfanilamid. 5,87 g N1-n-Nonylsulfanil—

amid (ca.0,02 Mol) - Mischung mit dem Hydrochlorid - in 25 ml
wasserfreiem Aceton auf 40°C erhitzt, 2 g Bernsteinsdureanhydrid
(0,02 Mol) in 10 ml wasserfreiem Aceton zugetropft, 5 Stunden bei
30°C und 15 Minuten bei 0°C gerihrt (CaClz—Rohr), abgesaugt, in
20 ml 1 N NaOH verrithrt, filtriert und die Lésung mit 1 N HCl beil
o°c langsam unter starkem Rithren auf ca. pH 7 eingestellt (schwach
sauer). Es bildete sich ein gelartiger Niederschlag, um diesen zu
kristallisieren, zundchst 1 ml Athanol und dann 20 ml Ather zuge-
geben, abgesaugt, gut mit Wasser wvon o°c gewaschen, 4 Stunden bel
65°C iiber P4O1O im Vakuum getrocknet. ' |
Ausbeute: 0,9 g (11,3 %); Smp. 176°C

C19H30N2055 (398,51) Ber.: ¢ 57,2 H 7,53 N 7,03

' Gef,: C 57,52 H 7,81 W 6,45

b.N4—(N1-n—Nonyl—4—sulfamoy1phenyl)—succinimid. 0,8 g N -Succiny

N1~n-Nonylsulfanilamid (0,002 Mol) mit 0,12 g wasserfreiem Na-acetat
und 5,5 ml Essigsdureanhydrid auf 100°%C erhitzt, 15 Minuten zwischen
95 und 100°%¢ geriihrt, heiB = unter starkem Rilhren - in 30 ml Wasser
von 0°C filtriert, 2 Stunden hei o°c geriihrt (01 wird kristallin),
abgesaugt, gut mit Wasser wvon 0% gewaschen, 3 Stunden getrocknet
Gber P,0,, im Vakuum bei 60°cC. _ '

Ausbeute: 0,59 g (77,5 %); smp. 105°C; DC-Ia: 1 Fleck
C19H28N204S (380351) Ber.: C 59,92 H 7,36 Nf7,36

Gef.: C 60,47 H 7,49 N 7,24

NMR: 100 % nicht: acetyliertes, sauberes Produkt.

 Zu 4,9 g Maleinséﬁreanhydrid (0,05 Mol) in 10 ml Xylol bei
80 bis 90%C 7,16 g n-Nonylamin (0,05 Mol) eingetropft, auf 180°¢C
aufgeheizt und dabei Xylol mit Reaktionswasser abdestilliert, die
Mischung 2 Stunden weiter bei 180°C gekocht. Bei 20 mm Hg-S&ule
und 200°C versucht zu destillieren, dabei ging jedoch nur sehr wenic

Substanz {iber, die sofort bel tieferer Temperatur weif kristallin
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erstarrte. Der braune schmierige Rilickstand wurde verworfén.
Ausbeute: 620 mg (5,6 %); Smp. 48°C; NMR: saubere Substanz
C13H21NO2 (223,13) Ber.: C 69,96 H 9,42 N 6,28
Gef,: C 69,96 H 9,63 N 6,11 .
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. ‘
12.N'~(N1~N05y1—4—sulfamoylphenyl)"[1,4—14C-]maleinimid

Eingesetzt wurden 1 mCi[ﬁ,4-14C{]Maleinsaureanhydrid (Amersham)
geliefert als 4,95 mg Trockensubstanz mit einer Aktivit&dt von
20 mCi/mMol.

In Vorversuchen mit inaktivem Material wurde die Synthese
eingehend untersucht und die folgende beschriebene Vorschrift fiir

die mikroprédparative Synthese ausgearbeitet.

A | S ' :
a.N‘—[1,4—14C—]Maleoyl-N1ﬂn—Nonylsulfanilamid. In die Proben-—
ampulle (mit CaC12~Rohr) 77 mg N1~n~Nonylsulfanilamid'(0,258 mMol} ,
sowie 20 mg inaktives Maleins3dureanhydrid (0,204 mMol} zu 4,95 mg

aktivem[},4—14C€]Maleinséureanhydrid (0,05 mMol - zusammen mit
inaktivem: 0,254 mMol) eingewogen, dazu 0,4 ml wasserfreiles Aceton
und auf 40°c aufgeheizt (klare L&sung), nach einigen Sekunden bei -

'eiwa.33oc‘étarke Niederschlagsbildung, nach wverdiinnen mit 1,2 ml

Aceton 1 Stunde bei Raumtemperatur geriihrt.
Die LOsung mit Aceton in einen 10 ml Reaktionskolben gespiilt,
im Vakuum bei 25°C eingeengt, die Ampulle nochmal mit Aceton in den
Kolben ausgesplilt, im Vakuum bei 25°C wieder zur Trockene eingeengt.
Bei inaktiven Vorversuchen lag der Schmelzpunkt des so erhaltene
Produktes beil 1700C, DC~Ia,Ib zeigte einen Fleck.

b.N% (v ~n-Nonyl-4-sulfamoyiphenyl) - [1,4-1%c-Imaleinimid. In
den 10 ml Kolben (mit CaCl2
Essigsdureanhydrid zugegeben und auf 100°%C aufgeheizt, 10 Minuten
zwischen 95 und 100°C (nicht hoher!) geriihrt, schnell auf o°c abge-
kiithlt und unter starkem Rilhren (Magnetkern) 5 ml Wasser von 0% '

-Rohr) 27,5 mg Na-acetat eingewogen, 1 ml

einpipettiert, 2 Stunden bei o°c geriithrt (0l wird kristallin),
vorsichtig abgenutécht, gut mit Wasser von 0°C gewaschen und im
Vakuum iibex P4O10’ KOH bei 50°C fiir 24 Stunden getrocknet.

Bel inaktiven Vorversuchen lagen die Ausbeuten bei 50 bis 95 3.
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Dér Schmelzpunkt war bel 92°C. CHN-Analysen waren in Ordnung. Das
Uv-Spektrum der frisch in Athanol geldsten Verbindung zeigte einen
charakteristischen‘Peak bei 244 nm, der charakteristische Peak der
offenen Verbindung bei 285 nm war verschwunden (erschien jedoch
wieder nach 1 bis 2 Stunden stehen der Verbindung in Athanol).
DC-TIal: Im UV bei 254 nm 1 Fleck mit positiver Hydroxamsdurereaktion.
Die Ausbeute beim radioaktiven Ansatz betrug 96 mg (99,9 %8). |
Das UV-Spektrum der frisch in Athanol gel&sten Verbindung zeigte
das Spektrum der inaktiven sauberen Substanz., DC-Ial: Im UV bei
254 nm ein Hauptfleck mit positiver Hydroxams&urereaktion, sowie
ein sehr schwacher Nebenfleck. Der Diinnschichtscanner zeigte ein
radioaktives Produkt.
Es standen somit 96 mg Trockensubstanz von radioaktiv sauberem

14C--NSPM mit einer spez.BAktivitdt von 3,73 mCi/mMol zur Verfigung.

f— W e e mma mua™ mess e a— — . S e S —

Ich ging aus von 2 mCi 14

C-Harnstoff geliefert als 2,08 mg
Trockensubstanz mit einer Aktivitdt von 60 mCi/mMol (Amersham).
In Vorversuchen mit inaktivem Material wurde die Synthese

eingehend studiert, bevor die radioaktive Darstellung erfolgte.

' 4
a.N,N'—Dicyclohexyl-[1'Cé]Harnstoff. In einen 5 ml Kolben 27,9 m
inaktiven Harnstoff eingewogen, aus den Probenampullen (zwel mit
je 1 mCi) mit ca. 2 ml absolutem Athanol 2,08 mg aktiven Harnstoff

dazu gesptilt und im Nz-strom bei 70 bis 80°C langsam wieder zZur

14C—Harn

Trockene eingeengﬁ. Auf diese'Weise wurden 30 mg (0,5 mMol)
stoff mit einer spez.Aktivitdt von 4 mCi/mMol erhalten. Nun 1 ml
Cyclohexylamin addiert und unter Riihren (Magnetkern) und Luftkihlung
(Mikrokiihler) 6 Stunden bei 145°% gekocht. Die Reaktionsmischung
anschliefend auf 0°C abgekiihlt, mit 2 ml Wasser verdiinnt, vorsichtig
abgenutscht und bei 50°C im Vakuum {liber KOH, HZSOd fiir 24 Stunden
getrocknet.

Bei inaktiven Vorversuchen lag die Ausbeute bei 82 bis 89 %,

der Schmelzpunkt bei 226°C.



b.N,N'-Dicyclohexyl—[14C—]carbodiimid. Im 5 ml Kolben (Luft-
kihler, CaClz—Rohr) das trockene Rohprodukt (a) zusammen mit 2 ml

redestilliertem Pyridin und 40 pl frisch destilliertem POCl3 unter
‘Rilhren (Magnetkern) 2 Stunden bei 90°C gekocht, abgekithlit und mit
8 ml Hexan extrahiert. Die Hexan-Phase dreimal mit 5 ml Wasser von

0% gewaschen, mit Nazso getrocknet und im Vakuum bis 50°C zur

- Trockene eingeengt. *
In Vorversuchen mit inaktivem Material lagen die Ausbeuten bei
57 bis 70 mg (55,3 bis 67,9 %), der Schmelzpunkt lag bei 34—3500,
DC~-IVd-Jod: 1 Fleck, _ '
Die Ausbeute beim radicaktiven Ansatz betrug 61,9 mg (60 %),
- DBC~IVd—-Jod: 1 Fleck. Der Diinnschichtscanner zeigte ein radioaktives
Produkt, Das Produkt wurde in 5,9 ml Hexan aufgenommen.
Es stand somit eine 50 mM L&sung, in Hexan zur Verfiigung mit
einer spez.BAktivitdt von 3,18 mCi/mMol, welche bei -30°% aufbewahrt

warde.

K3 \&
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Fachschulanwirter in der BASF
Ingenieurschule in Mannheim _
Ingenieur (grad.) fiir Chemische Technik
Immatrikulation an der Ruprecht-Karl-
Universitédt in Heidelberg
Diplcm—ChemikefHVorprﬁfung
Diplomnchemiker—Hauptprﬁfuﬁg
Diplomarbeit am Max-Plank-Institut fiir
medizinische Forschung, Abteilung Naturstoff:
Chemie; Heidelberg iber _
"Synthese lipophiler Thiol~ und Sulfensdure-
Reagentien" _ '

Durchfihrung der vorliegenden Arbeit am
Max-Plank-Institut £iir medizinische
Forschung, Abteilung Naturstoff-Chemie,
Béidelberg. '

Ich besitze die deutsche Staatsangehdrigkeit, bin seit April
1974 verheiratet unq habe seit Oktober 1976 eine Tochter.



